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1 . 0 I N T R O D U C T I O N
T h e im m i i n e s y s t e m i s a c o m p l e x w e b o f o r g a n s , c e l l s , a n d s o l u b l e f a c t o r s w h i c h a c t
t o g e t h e r t o p r e s e r v e h o s t i n t e g r i t y . W h e n f u n c t i o n i n g o p t im a l l y , t h e i m m u n e s y s t e m m u s t
r e c o g n i z e s u b t l e d i f f e r e n c e s b e t w e e n
"
s e l f a n d
"
n o n - s e l f . B e c a u s e i t o p e r a t e s w i t h i n s u c h a
n a r r o w r a n g e , e x p o s u r e t o c e r t a i n c h e m i c a l s c a n r e s u l t i n s e em i n g l y s u b t l e im m u n o l o g i c a l
c h a n g e s t h a t d e t r im e n t a l l y im p a c t n o r m a l o p e r a t i o n o f t h e im m u n e s y s t e m . A n im m u n e
r e s p o n s e w h i c h e r r s i n t h e r e c o g n i t i o n o f
"
s e l f m a y i n j u r e t h e h o s t
'
s o w n t i s s u e s
,
r e s u l t i n g i n
a u t o im m u n e d i s e a s e s . B y t h e s a m e t o k e n , a n i n a p p r o p r i a t e p o t e n t i a t i o n o r e n l a r g e m e n t o f a n
im m u n e r e s p o n s e c a n l e a d t o a l l e r g y o r h y p e r s e n s i t i v i t y O n t h e o t h e r h a n d , a n im p a i r e d o r
s u p p r e s s e d im m u n e s y s t e m m a y f a i l t o r e c o g n i z e f o r e i g n a g e n t s (e . g . , v i r u s e s , b a c t e r i a ,
p a r a s i t e s ) i n t im e t o p r e v e n t s e v e r e i n f e c t i o n . T r a n s f o r m e d n e o p l a s t i c c e l l s m a y n o t b e
i d e n t i f i e d a s " n o n - s e l f b e f o r e t i s s u e d a m a g e o c c u r s a n d th e s p r e a d o f c a n c e r t hr e a t e n s .
I m m u n o t o x i c i t y r e f e r s t o
"
t h e a b i l i t y o f a t e s t s u b s t a n c e t o s u p p r e s s im m u n e
r e s p o n s e s t h a t c o u l d e n h a n c e t h e r i s k o f i n f e c t i o u s o r n e o p l a s t i c d i s e a s e , o r t o i n d u c e
i n a p p r o p r i a t e s t im u l a t i o n o f t h e im m u n e s y s t e m , t h u s c o n t r i b u t i n g t o a l l e r g i c o r im m u n e
d i s e a s e
"
(E P A H e a l t h E f f e c t G u i d e l i n e s , I mm u n o t o x i c i t y ) . D u e t o t h e c o m p l e x i t y o f t h e
im m u n e s y s t e m , a b a t t e r y o f im m u n e a s s a y s h a s a r i s e n t o s c r e e n fo r p o t e n t i a l c o m p o u n d s
t h a t a r e im m u n o s u p p p r e s s i v e . T h e s e t e s t s h a v e b e e n o r g a n i z e d i n t o
"
t i e r s
"
t o t e s t f o r
f u n c t i o n a l a n d p a t h o l o g i c a l im m u n e p a r a m e t e r s b y t h e N a t i o n a l T o x i c o l o g y P r o g r a m (N T P )
T h e N T P d e v e l o p e d s t a n d a r d p r o t o c o l s f o r t h e im m u n e a s s a y s i n c l u d e d i n t h e s c r e e n i n g
b a t t e r y (L u s t e r e t a l . , 19 8 8 ) . Se l e c t e d a s s a y s w e r e t e s t e d i n i n t e r l a b o r a t o r y t r i a l s f o r
r e p r o d u c i b i l i t y , s e n s i t i v i t y a n d p r e d i c t a b i l i t y w i t h a n u m b e r o f k n o w n im m u n o t o x i c a n t s .
I n v e s t i g a t o r s l a t e r c o m p a r e d t e s t s t o fi n d a s im p l e s c r e e n i n g m e th o d t o a c c u r a t e l y i d e n t i f y
p o t e n t i a l l y im m u n o t o x i c c o m p o u n d s . A n a l y s i s i n d i c a t e d t h a t t w o o r t h r e e t e s t s w e r e
s u f f i c i e n t t o p r e d i c t im m u n o t o x i c i t y i n r o d e n t m o d e l s . T h e t e s t d e m o n s t r a t i n g t h e h i g h e s t
a s s o c i a t i o n w i t h imm u n o t o x i c i t y w a s t h e s p l e n i c a n t i b o d y p l a q u e - f o r m i n g c e l l (P F C ) a s s a y
w h i c h m e a s u r e s t h e a n t i b o d y r e s p o n s e t o s h e e p r e d b l o o d c e l l s (SR B C s ) (L u s t e r , e t a l 1 9 8 8 ) .
A c c o r d i n g l y , t h e P F C a s s a y i s w i d e l y u s e d a n d i s i n c l u d e d i n t h e F e d e r a l I n s e c t i c i d e ,
F u n g i c i d e a n d R o d e n t i d e (F I F R A ) g u i d e l i n e s e s t a b l i s h e d b y t h e E P A
'
s O f f i c e o f P e s t i c i d e s
P r o g r a m (O P P ) t o a s s e s s c h em i c a l s f o r im m u n o s u p p r e s s i v e p o t e n t i a l . A r e c e n t r e v i s i o n o f t h e
O P P h e a l t h e f f e c t s t e s t g u i d e l i n e s f o r i m m u n o t o x i c i t y r e c o m m e n d e d t h a t e i t h e r t h e P F C
r e s p o n s e o r t h e SR B C - s p e c i f i c s e r u m I gM e n z y m e - l i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y (E L I SA ) b e
u s e d t o a s s e s s t h e p r im a r y h u m o r a l r e s p o n s e t o SR B C s (U S E P A H e a l t h E f fe c t s T e s t
G u i d e l i n e s , I m m u n o t o x i c i t y , 1 9 9 8 ) . E i t h e r o f t h e s e a s s a y s m a y b e c o n d u c t e d i n a n im a l s o n
s t a n d a r d t o x i c o l o gy s t u d y w i th o u t a l t e r i n g s t a n d a r d t o x i c o l o g y e n d p o i n t s (L a d i e s , e t a l ,
1 9 9 8 ) .
B e c a u s e t h e s e t w o a s s a y s m e a s u r e d i f f e r e n t e n d p o i n t s , t h e r e i s a n e e d f o r c o m p a r i s o n
o f s e n s i t i v i t y a n d r e l i a b i l i t y . T h e P F C a s s a y q u a n t i f i e s t h e n u m b e r o f p l a s m a c e l l s i n t h e
s p l e e n p r o d u c in g S R B C - s p e c i f i c a n t i b o d y , w h i l e t h e E L I SA m e a s u r e s S R B C - s p e c i f i c I gM
a n t i b o d y i n t h e s e r u m . T h e r e a r e s e v e r a l a d v a n t a g e s t o t h e S R B C E L I SA . I t c a n b e p r o c e s s e d
b y o n e t e c hn i c i a n i n f o u r h o u r s , w h i l e t h e P F C a s s a y r e q u i r e s a m i n i m u m o f t w o t o f o u r
t e c h n i c i a n s a n d r e q u i r e s a fu l l d a y
'
s w o r k . T h e E L I S A i s m o r e c o s t - e f f e c t i v e F o r e x a m p l e ,
t h e a n i m a l s n e e d n o t b e e u t h a n i z e d
,
s i n c e o n l y a b l o o d s a m p l e i s r e q u i r e d , a n d c o u l d b e u s e d
f o r o t h e r t y p e s o f t o x i c o l o g y a s s e s s m e n t . A l s o , t e s t s e r a c a n b e s t o r e d f o r l a t e r a n a l y s i s .
P o t e n t i a l l y , t h e E L I SA c o u l d b e d e v e l o p e d a s a c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e k i t , w h i c h w o u l d
m a k e f o r m o r e u n i f o r m r e s u l t s a m o n g t e s t i n g l a b o r a t o r i e s .
T h e p u r p o s e o f t h i s p r o j e c t w a s t o d e t e r m i n e i f t h e s e t w o a s s a y s a r e e q u a l l y s e n s i t i v e
t o s u p p r e s s i o n o f t h e SR B C r e s p o n s e i n a r o d e n t m o d e l . T h e p r o j e c t w a s d i v i d e d i n t o f o u r
ph a s e s T h e fi r s t p h a s e o f t h e p r o j e c t f o c u s e d o n o p t im i z i n g c o n d i t i o n s f o r t h e SR B C I gM
s p e c i f i c E L I SA a s d e v e l o p e d b y T e m p l e e t a l . ( 1 9 9 3 ) a n d f o r t h e SR B C P F C p r o t o c o l
c u r r e n t l y u s e d i n t h i s l a b o r a t o r y u s i n g B 6 C 3 F 1 f e m a l e m i c e a n d Sp r a g u e - D aw l e y m a l e r a t s .
D u r i n g th e s e c o n d p h a s e t h e t im e , i n d a y s , f o r o p t i m a l P F C a n d a n t i b o d y p r o d u c t i o n
d e t e r m i n e d b y E L I S A w a s a s s e s s e d f o l l o w i n g a s i n g l e i n t r a v e n o u s (i v ) i n j e c t i o n o f S R B C s i n
b o t h r o d e n t m o d e l s . I n t h e t h i r d p h a s e , t h e s e n s i t i v i t y a n d c o m p a r a b i l i t y o f t h e E L I SA
t e c h n i q u e r e l a t i v e t o t h a t o f t h e P F C a s s a y w a s e x p l o r e d w i t h k n o w n imm u n o s u p p r e s s i v e
h a l o g e n a t e d a r o m a t i c h y d r o c a r b o n (H A H ) c h e m i c a l s .
2
,
3
,
7
,
8 t e t r a c h l o r o d i b e n z o - p - d i o x i n (T C D D ) i s c o n s i d e r e d t o b e t h e m o s t t h o r o u g h l y
e x a m i n e d x e n o b i o t i c w h i c h h a s b e e n e v a l u a t e d a s a n i m m u n o t o x i c a n t (H o l s a p p l e , 1 9 9 1 ) .
T h e r e f o r e , T C D D a n d T C D D - l i k e c o n g e n e r s w e r e l o g i c a l c h o i c e s f o r t e s t c h e m i c a l s . T h e
fo u r T C D D c o n g e n e r s t e s t e d w e r e : 1 , 2 , 3 , 7 , 8 - p e n t a c h l o r o d i b e n z o - p - d i o x i n (P e C D D ),
1
,
2
,
3
,
4
,
7 , - p e n t a c h l o r o d i b e n z o f u r a n (4 P e C D F ) , 3 , 3
'
,
4
,
4
'
,
5 - p e n t o c h l o r o b i p h e n y l (P C B 12 6 ) a n d
2 , 3
'
, 4 , 4
'
, 5 - p e n t a c h l o r o b i p h e n y l (P C B l 1 8 ) . T h e m o l e c u l a r s t r u c t u r e o f t h e s e t e s t c h e m i c a l s i s
s h o w n i n F i g u r e 1 . A s i n g l e o r a l e x p o s u r e o f f e m a l e B 6 C 3 F 1 m i c e t o d i f f e r e n t d o s e s o f
T C D D o r T CD D - l i k e c o n g e n e r s w a s f o l l o w e d b y i m m u n i z a t i o n w i t h SR B C s . I n t h e f o u r t h
p h a s e o f t h e p r o j e c t , t h e r e s u l t s w e r e u s e d t o g e n e r a t e d o s e - r e s p o n s e c u r v e s f o r T C D D a n d
e a c h T C D D c o n g e n e r . W i th a c o m p u t e r m o d e l , E D j g v a l u e s a n d d i o x i n imm u n o t o x i c i t y
r e l a t i v e p o t e n c y f a c t o r s (R E P s ) w e r e e s t im a t e d fr o m t h e d a t a fr o m b o t h a s s a y s f o r a l l t e s t
c h e m i c a l s .
C I .
c r
C I
C I
2 , 3 , 7 , 8 - T ET R A C H LO R O D IB E N Z O - p - D IO X IN
(T C D D )
1 , 2 , 3 , 7 , 8 - P EN T AC H LO RO D IB E N Z O - p - D IO X IN
(P e C D D )
2 , 3 , 4 , 7 , 8 - P EN T AC H LO RO D IB E N Z O - p - F U RA N
(4 P e C D F)
C I
C I- ^ K / c i
C I C I
3 , 3
'
, 4 , 4
'
, 5 - P E N T A C H LO RO B IP H E N Y L
(PC B 1 2 6 )
C I C I
2
,
3
'
,
4
,
4
'
,
5 - P E N T AC H L O R O B IPH EN Y L
(PC B 118 )
F ig u r e 1 . M o le c u la r s t r u c t u r e o f t e s t c h e m ic a l s .
1 » 1 I m m u n o l o g y R e v i e w
G e n e r a l r e f e r e n c e s f o r t h i s s e c t i o n :
Ja n e w a y , C . A . , a n d T r a v e r s , P . I m m u n o M & l o g y t T h e i m m u n e sy s t e m i n h e a l t h a n d d i s e a s e .
© 19 9 4 N e w Y o r k : C u r r e n t B i o l o g y , L t d . / G a r l a n d P u b l i s h i n g , I n c .
P a u l
,
W E . (E d ) . F u n d a m e n t a l I m m u n o l o g y , 3
' " E d i t i o n . © 19 9 3 . N e w Y o r k : R a v e n P r e s s ,
L t d
R o i t t , L , B r o s t o f f , J . , a n d M a l e , D . I m m u n o l o g y . © 19 8 5 . L o n d o n : G o w e r M e d i c a l
P u b l i s h i n g , I n c .
W i e r
,
D . M . (E d . ) H a n d b o o k o f E x p e r i m e n t id I m m u n o l o g y , 3
' ' '
E d i t i o n . © 19 7 8 . L o n d o n :
B l a c k w e l l S c i e n t i f i c P u b l i c a t i o n s .
T h e imm u n e s y s t e m h a s s e v e r a l r e s p o n s e s t o r e c o g n i z e a n d i n c a p a c i t a t e a n i n v a d e r
D i s t i n c t c e l l t y p e s c o o p e r a t e i n m a n y r e s p o n s e s a n d i n di v i d u a l c e l l s m a y p e r f o rm m o r e t h a n
o n e fu n c t i o n . T h e im m u n e r e s p o n s e i s d i v i d e d i n t o tw o f u n c t i o n a l d i v i s i o n s , n a m e l y i n n a t e
im m u n i t y a n d a c q u i r e d im m u n i t y . I n n a t e im m u n i t y i s a n o n - s p e c i fi c r e s p o n s e : i t d o e s n o t
r e q u i r e p r i o r e x p o s u r e t o a
"
n o n - s e l f a n t i g e n t o o p e r a t e , a n d l a c k s s p e c i f i c i t y f o r a n y
p a r t i c u l a r a n t i g e n . C e l l t y p e s i n v o l v e d i n t h i s r e s p o n s e i n c l u d e p h a g o c y t e s (i e . m a c r o p h a g e s
a n d p o l y m o r p h o n u c l e a r l e u k o c y t e s ) w h i c h e n g u l f a n d k i l l c e r t a i n i n f e c t i o u s a g e n t s (i . e .
b a c t e r i a
,
f u n g i , p a r a s i t e s a n d v i r u s e s ) , a n d n a t u r a l k i l l e r c e l l s w h i c h p o s s e s s c y t o l y t i c a c t i v i t y .
So l u b l e f a c t o r s , s u c h a s t h e c o m p l e m e n t p r o t e i n s y s t e m a n d c y t o k i n e s a r e a l s o i n v o lv e d .
I n n a t e im m u n i t y h o l d s i n f e c t i o n a t b a y u n t i l t h e a c q u i r e d im m u n e s y s t e m c a n t a k e o v e r .
A c q u i r e d im m u n i t y i s a n a n t i g e n s p e c i f i c s y s t e m . P r i o r e x p o s u r e t o a n t i g e n i s
r e q u i r e d t o p r o v o k e t h e m o s t e f f e c t i v e d e f e n s e . T h e a c q u i r e d im m u n e s y s t e m i s s a i d t o
"
r e m e m b e r " a p a r t i c u l a r a n t i g e n r e c o g n i z e d o n t h e p a t h o g e n a n d c a n m o r e q u i c k l y p r e v e n t
t h e p a t h o g e n f r o m c a u s i n g d i s e a s e l a t e r . A c q u i r e d i m m u n i t y i n c l u d e s b o t h c e l l - m e d i a t e d a n d
hu m o r a l im m u n e r e s p o n s e s O r i g i n a l l y , t h e t e r m c e l l - m e d i a t e d im m u n i t y w a s u s e d t o r e f e r t o
5r e a c t i o n s t o i n t r a c e l l u l a r p a t h o g e n s i n v o lv i n g T c e l l s a n d p h a g o c y t e s , r a t h e r t h a n B c e l l s a n d
a n t i b o d y . I t i s n o w k n o w n t h a t c e l l m e d i a t e d a n d a n t i b o d y - m e d i a t e d r e s p o n s e s m a y o v e r l a p .
T h e t e r m c e l l - m e d i a t e d im m u n e r e s p o n s e i s n o w u s e d t o d e s c r i b e a r e s p o n s e w h e r e a n t i b o d y
p r o d u c t i o n p l a y s a s u b o r d i n a t e r o l e H u m o r a l im m u n i t y t a k e s i t s n a m e fr o m t h e f a c t t h a t
b o d i l y fl u i d s w e r e kn o w n a s
" h u m o r s " . P r o t e c t i o n fr o m c e r t a i n p a t h o g e n s c o u l d b e a c h i e v e d
b y t a k i n g
"
h u m o r " fr o m a n i m m u n i z e d h o s t a n d t r a n s f e r ri n g i t t o a n a i v e h o s t . T o d a y ,
s c i e n t i s t s k n o w t h a t t h e o b s e r v e d p r o t e c t i o n i n t h e n a i v e a n im a l i s d u e t o t h e a n t i b o d i e s i n t h e
h o s t s e r u m .
O n l y B l y m p h o c y t e s h a v e t h e p o t e n t i a l t o m a k e a n t i b o d i e s B c e l l s b e g i n a s s t e m
c e l l s i n t h e b o n e m a r r o w . I n t h i s e n v i r o n m e n t
,
t h e y m a t u r e a n d a c q u i r e t o l e r a n c e t o s e l f -
a n t i g e n s . T h e B c e l l s t h a t r e c o g n i z e s e l f - a n t i g e n i n t h e b o n e m a r r o w a r e s e l e c t i v e l y
d e s t r o y e d , t h e r e b y r e m o v i n g s e l f - r e a c t i v e c e l l s a n d l e a v i n g n a i v e B c e l l s . N a i v e B c e l l s , o r B
c e l l s w h i c h h a v e n o t e n c o u n t e r e d fo r e i g n a n t i g e n , l e a v e t h e b o n e m a r r o w a n d e n t e r
c i r c u l a t i o n . N a i v e T c e l l s d e v e l o p i n t h e t h y m u s a n d e n t e r c i r c u l a t i o n u p o n m a t u r a t i o n . I n
s e c o n d a r y l y m p h o i d o r g a n s s u c h a s t h e l y m p h n o d e s a n d s p l e e n , n a i v e B c e l l s e n c o u n t e r
t r a p p e d fo r e i g n a n t i g e n a s w e l l a s T c e l l s a n d a n t i g e n - p r e s e n t i n g c e l l s T h e a n t i g e n - s p e c i fi c
B c e l l s p r o l i f e r a t e a n d m a t u r e i n t o p l a sm a c e l l s w h i c h a r e c a p a b l e o f p r o d u c i n g a n t i b o d y
s p e c i fi c t o a n t i g e n . S o m e p l a sm a c e l l s r e m a i n i n t h e l y m p h o i d o r g a n a n d o t h e r s m i g r a t e t o
o t h e r l y m p h t i s s u e s a n d b a c k t o t h e b o n e m a r r o w . I n m a m m a l s , t h e b o n e m a r r o w i s t h e m a j o r
s i t e o f a n t i b o d y p r o d u c t i o n i n s e c o n d a r y im m u n e r e s p o n s e s (B e n n e r e t a l , 1 9 8 1 )
T h e b a s i c s t r u c t u r e o f a l l im m u n o g l o b u l i n s i s a u n i t c o n s i s t i n g o f tw o i d e n t i c a l l i g h t
p o l y p e p t i d e c h a i n s a n d t w o i d e n t i c a l h e a v y p o l y p e p t i d e c h a i n s l i n k e d t o g e t h e r b y d i s u l fi d e
b o n d s . L i g h t c h a i n s e x i s t i n t w o c o n fi g u r a t i o n s r e f e r r e d t o a s k a p p a a n d l a m b d a . D i f f e r e n t
h e a v y c h a i n s d e t e rm i n e t h e a n t i b o d y c l a s s e s . F u r t h e r m o r e , e a c h a n t i b o d y m o l e c u l e c a n b e
d i v i d e d i n t o a
"
c o n s t a n t
"
a n d a
"
v a r i a b l e
"
r e g i o n . T h e c o n s t a n t r e g i o n i s n o t i n v o l v e d i n
a n t i g e n b i n d i n g b u t i s r e c o g n i z e d b y r e c e p t o r s l o c a t e d o n t h e s u r f a c e o f m a n y i mm u n e c e l l s .
T h e v a r i a b l e o r a n t i g e n - b i n d i n g r e g i o n i s l o c a t e d o n b o t h h e a v y a n d l i gh t c h a i n s T h i s s e c t i o n
h a s s i g n i f i c a n t s e q u e n c e v a ri a b i l i t y , a n d i s s p e c i f i c f o r a n a n t i g e n
A n a n t i b o d y m a y b e c h a r a c t e ri z e d b y i t s b i n d i n g p r o p e r t i e s t o a n t i g e n . T h e s t r e n g t h o f
a s i n g l e a n t i g e n
- a n t i b o d y b o n d i s t e r m e d a n t i b o d y a f fi n i t y . T h i s i s t h e s u m o f a l l f o r c e s .
a t t r a c t i v e a n d r e p u l s i v e , b e t w e e n o n e v a ri a b l e r e g i o n o f t h e a n t i b o d y a n d t h e a n t i g e n T h e
o v e r a l l s t r e n g t h o f b i n d i n g o f a n a n t i b o d y m o l e c u l e t o a n a n t i g e n i s c a l l e d i t s a v i d i t y F o r
e x am p l e , a n a n t i b o d y r e a c t i n g w i t h t h e s u r f a c e a n t i g e n o f a p a t h o g e n w i l l o f t e n b i n d t h e s a m e
m o l e c u l e o r p a r t i c l e w it h b o t h o f i t s b i n d i n g s i t e s , i n c r e a s i n g a v i d i t y .
T h e fi v e a n t i b o d y c l a s s e s (e . g . , i s o t y p e s ) a r e d i s t i n g u i s h e d b y t y p e o f h e a v y c h a i n
a n d a r e I g A , I g D , I g E , I g G a n d I g M . I g M a n t i b o d i e s a r e t h e fi r s t c l a s s t o a p p e a r i n t h e
p ri m a r y r e s p o n s e a n d a r e c o n fi n e d t o t h e c i r c u l a t o r y s y s t e m . T h e m o l e c u l e i s a p o l y m e r
m a d e u p o f r e p e a t i n g u n i t s c o n t a i n i n g t h e b a s i c s t r u c t u r e o f a l l im m u n o g l o b u l i n s : t w o h e a v y
c h a i n s a n d tw o l i g h t c h a i n s . A n a d d i t i o n a l p o l y p e p t i d e c h a i n , t h e J (jo i n i n g ) c h a i n a c t s t o
a s s i s t p o l y m e ri z a t i o n o f t h e s e p a r a t e u n i t s p ri o r t o s e c r e t i o n b y B c e l l s .
U p o n e x p o s u r e t o a n t i g e n , t h e p ri m a r y a n t i b o d y r e s p o n s e i s e l i c i t e d , w h i c h c o n s i s t s o f 4
p h a s e s :
1 . I n i t i a l l a g p h a s e : n o a n t i b o d y c a n b e d e t e c t e d .
2 . L o g p h a s e : a n t i b o d y t i t e r ri s e s l o g a ri t h m i c a l l y .
3 . P l a t e a u p h a s e : a n t i b o d y t i t e r s t a b i l i z e s .
4
.
D e c l i n e p h a s e : a n t i b o d i e s a r e c a t a b o l i z e d , o r b i n d t o a n t i g e n a n d a r e c l e a r e d f r o m
c i r c u l a t i o n .
I gM a n t i b o d i e s a r e t h e fi r s t a n t i b o d i e s p r o d u c e d , a n d f o r m a m a j o r p r o p o r t i o n o f t h e p ri m a r y
r e s p o n s e Wh e n a n im a l s a r e r e c h a l l e n g e d w i t h t h e s a m e a n t i g e n , t h e s e c o n d a r y r e s p o n s e w i l l
d i f f e r s i g n i fi c a n t l y . Sp e c i fi c a l l y , I g G i s t h e m a j o r c o m p o n e n t o f t h e s e c o n d a r y r e s p o n s e , a n d
r e a c h e s a g r e a t e r p l a t e a u t h a n I g M w h i c h r e m a i n s c o n s t a n t . T h e s e c o n d a r y r e s p o n s e b e g i n s
m o r e r a p i d l y a n d p e r s i s t s l o n g e r t h a n t h e p ri m a r y r e s p o n s e .
T h e i mm u n e r e s p o n s e t o a p a r t i c u l a r a n t i g e n m a y b e e l i c i t e d b y B c e l l s a l o n e (T c e l l -
i n d e p e n d e n t ) , o r m a y r e q u i r e c o o p e r a t i o n b y T c e l l s , B c e l l s , a n d a n t i g e n p r e s e n t i n g c e l l s (T
c e l l - d e p e n d e n t ) T h i s d i s t i n c t i o n i s u s e d i n im m u n e t o x i c o l o g y s t u d i e s d e s i g n e d t o d e t e r m i n e
i m m u n e c e l l t y p e s a f f e c t e d b y a x e n o b i o t i c . O n l y a f e w a n t i g e n s , s u c h a s l i p o p o l y s a c c a ri d e
(L P S) a c o m p o n e n t o f b a c t e ri a l c e l l w a l l s , a r e T c e l l - i n d e p e n d e n t a n t i g e n s . T c e l l - d e p e n d a n t
a n t i g e n s , l i k e S R B C s r e q u i r e m a n y i mm u n e c e l l t y p e s f o r a n t i g e n c l e a r a n c e . T h e imm u n e
r e s p o n s e c a n b e i n i t i a t e d i n a n y o f t h e p e ri p h e r a l im m u n e o r g a n s .
P e ri p h e r a l l y m p h o i d o r g a n s a r e s p e c i a l i z e d t o t r a p a n t i g e n fi
-
o m d i f f e r e n t b o d y
7c o m p a r t m e n t s , a n d v a r y i n a p p e a r a n c e a n d s i z e . T h e s p l e e n i s s p e c i a l i z e d t o t r a p a n t i g e n
c i r c u l a t i n g i n t h e b l o o d . I t c o n s i s t s o f r e d p u l p , t h e s i t e o f a g e d e r y t h r o c y t e d e s t r u c t i o n ,
i n t e r s p e r s e d w i t h l y m p h o i d w h i t e p u l p . L ym p h n o d e s t r a p a n t i g e n i n I j o n p h a t i c f l u i d s fr o m
t i s s u e s , w h i l e t h e t o n s i l s a n d P e y e r
'
s p a t c h e s c o l l e c t a n t i g e n f r o m t h e e p i t h e l i a l s u r f a c e s o f
t h e g a s t r o - i n t e s t i n a l t r a c t .
D e s p i t e t h e s e d i f f e r e n c e s , s e c o n d a r y l y m p h o i d o r g a n s s h a r e t h e s a m e b a s i c
a r c h i t e c t u r e A r e a s w h e r e B c e l l s a r e l o c a t e d a r e c a l l e d f o l l i c l e s o r t h e B c e l l c o r o n a a n d a r e
n e x t t o T c e l l a r e a s . G e r m i n a l c e n t e r s a r e s p e c i a l i z e d s i t e s f o u n d a t t h e j u n c t i o n b e t w e e n t h e
B a n d T c e l l a r e a s . I n t h i s a r e a , B c e l l s s p e c i f i c f o r a n t i g e n p r o l i f e r a t e a n d d i f f e r e n t i a t e i n t o
a n t i b o d y s e c r e t i n g p l a s m a c e l l s T h e s e m a t u r e B c e l l s c a n r e e n t e r c i r c u l a t i o n a n d d e p o s i t i n
o t h e r l y m p h t i s s u e .
1 . 2 R e v i e w o f 2 , 3 , 7 , 8 T e t r a c h l o r o d i b e n z o - p = d i o x i n
T h e c o m p o u n d 2 , 3 , 7 , 8 t e t r a c h l o r o d i b e n z o - p - d i o x i n , a l s o r e f e r r e d t o a s T C D D o r
" d i o x i n "
,
i s t h e m o s t t o x i c o f a g r o u p o f c o m p o u n d s k n o w n a s h a l o g e n a t e d a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s (H A H s ) I n c l u d e d i n t h i s g r o u p o f c h e m i c a l s a r e t h e p o l y c h l o ri n a t e d
d i b e n z o f u r a n s (P C D F s ) , p o l y c h l o r i n a t e d d i b e n z o d i o x i n s (P C D D s ) , a n d p o l y c h l o r i n a t e d
b i p h e n o l s (P C B s ) . M e m b e r s o f t h i s f a m i l y o f c o m p o u n d s e x h i b i t c o mm o n p r o p e r t i e s . T h e y
t e n d t o b e h i gh l y l i p o p h i l i c w i t h t h e d e g r e e o f l i p o p h i l i c i t y i n c r e a s i n g w i t h g r e a t e r r i n g
c h l o r i n a t i o n . A l s o , m a n y a r e v e r y r e s i s t a n t t o b r e a k d o w n b o t h e n v i r o n m e n t a l l y a n d
b i o l o g i c a l l y .
I n t h e e n v i r o n m e n t , d i o x i n i s n e v e r f o u n d a l o n e b u t e x i s t s i n a m i x t u r e o f c o n g e n e r s .
I n f a c t
,
m a n y o f t h e o t h e r H A H s a r e p r e s e n t i n t h e e n v i r o n m e n t i n m u c h g r e a t e r a m o u n t s t h a n
T C D D (B im b a u m a n d D e V i t o , 1 9 9 5 ) H o w e v e r , s c i e n t i f i c a n d r e g u l a t o r y i n t e r e s t h a s f o c u s e d
o n T C D D b e c a u s e i t i s t h e m o s t t o x i c o f t h e s e c o m p o u n d s . T h e b u l k o f a v a i l a b l e
t o x i c o l o g i c a l i n f o r m a t i o n c o n c e r n s T C D D , b u t t h e r e i s l im i t e d i n fo r m a t i o n o n m a n y T CD D
c o n g e n e r s
T C D D w a s n e v e r p r o d u c e d i n t e n t i o n a l l y , r a t h e r i t w a s f o r m e d a s u n w a n t e d i n d u s t ri a l
b y p r o du c t s o f i n d u s t r i a l a n d c o m b u s t i o n p r o c e s s e s . E x a m p l e s o f s u c h p r o c e s s e s a r e t h e
s y n t h e s i s o f c o m p o u n d s s u c h a s t h e h e r b i c i d e 2 , 4 , 5 t ri c h l o r o p h e n y o x y a c e t i c a c i d (th e a c t i v e
i n g r e d i e n t i n A g e n t O r a n g e ) , h a z a r d o u s w a s t e i n c i n e r a t i o n , a n d t h e b l e a c h i n g o f p a p e r a n d
w o o d p u l p A l t h o u g h d i o x i n p e r s i s t s i n t h e e n v i r o n m e n t , i t b r e a k s d o w n q u i c k l y i n s u n l i g h t i f
a p r o t o n d o n o r (e . g . p l a n t m a t e r i a l o r o i l s ) i s a v a i l a b l e f o r p h o t o l y s i s (T s c h i r l e y , 1 9 8 6 ) L i k e
m a n y c o m p o u n d s o f i t s c l a s s , d i o x i n i s r e s i s t a n t t o p h y s i c a l , c h e m i c a l a n d b i o l o g i c a l
d e g r a d a t i o n . C o n s e q u e n t l y , T C D D h a s a l o n g h a l f - l i f e i n a n im a l s a n d m a n a n d
b i o a c c u m u l a t e s u p t h e f o o d c h a i n . T h e h a l f l i f e o f T C D D i n h u m a n s , f o r e x a m p l e , h a s b e e n
e s t im a t e d t o r a n g e f r o m 7 - 1 1 y e a r s D u e t o a c c u m u l a t i o n o f T C D D i n t h e fo o d c h a i n , t h e
p ri m a r y r o u t e o f e x p o s u r e f o r 9 0 % o f t h e g e n e r a l p o p u l a t i o n i s f r o m th e d i e t , e s p e c i a l l y fr o m
m e a t
,
f i s h
,
a n d d a i r y p r o d u c t s (O i lm a n a n d N e w h o o k , 1 9 9 1 ) C u r r e n t d a i l y d i e t a r y i n t a k e o f
P C D D s a n d P CD F s i n U S f o o d s h a s b e e n e s t im a t e d a s 2 . 0 - 4 . 2 p g T C D D T E Qs / k g b o d y
w e i g h t / d a y f o r a d u l t s (O i lm a n e t a l . , 1 9 9 7 ) w i t h a b o d y b u r d e n e s t im a t e f o r t h e g e n e r a l
p o p u l a t i o n i n t h e r a n g e o f 5 - 1 0 p p t l i p i d a d j u s t e d . (S c h e t e r a n d O l s o n , 1 9 9 7 ) . T h e s e v a l u e s
a r e s im i l a r t o t h o s e r e p o r t e d i n C a n a d a , O e r m a n y , E n g l a n d a n d t h e N e t h e r l a n d s O n c e
T C D D h a s b e e n a b s o r b e d
,
i t r e a d i l y d i s t ri b u t e s t o a l l o r g a n s , w i t h t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n
p r e s e n t i n t h e a d i p o s e t i s s u e (P o i g e r a n d Sc h l a t t e r , 1 9 8 6) .
St u d i e s b e g i n n i n g i n t h e e a r ly 7 0
'
s r e v e a l e d th a t T C D D w a s a n e x t r e m e l y p o t e n t
t o x i c a n t i n l a b o r a t o r y a n im a l s i n c l u d i n g , b u t n o t l im i t e d t o fi s h , b i r d s , r a t s , m i c e , g u i n e a p i g s ,
h a m s t e r s r a b b i t s
,
d o g s , a n d n o n - h u m a n p ri m a t e s . T h e L D 5 0 h a s b e e n r e p o r t e d a s l o w a s 0 . 6
/u g / k g i n g u i n e a p i g s (M c C o n n e l l e t a l . , 1 9 7 8 ) a n d 2 5 / i g / k g i n r a t s (B e a t t y e t a l , 1 9 7 8 )
S e v e r a l s t u d i e s u s i n g d i f f e r e n t a n im a l m o d e l s d e t e r m i n e d t h a t T C D D i s a m u l t i s i t e
c a r c i n o g e n in m a n y s p e c i e s i n b o t h s e x e s , a n d i s a p o t e n t t u m o r p r o m o t e r F u r t h e r a n i m a l
s t u d i e s h a v e p r e s e n t e d e v i d e n c e f o r a m y ri a d o f n o n c a n c e r h e a l t h e f f e c t s , i n c l u d i n g e n d o c ri n e
t o x i c i t y , d e v e l o p m e n t a l t o x i c i t y , imm u n o t o x i c i t y , n e u r o t o x i c i t y a n d r e p r o d u c t i v e t o x i c i t y .
N u m e r o u s e x p e ri m e n t a l fi n d i n g s h a v e p o i n t e d t o t h e r o l e o f T C D D a s a g r o w t h d i s r e g u l a t o r .
D i o x i n h a s b e e n s h o w n t o i n fl u e n c e a w i d e r a n g e o f b i o c h e m i c a l p a t h w a y s , i n c l u d i n g
h o r m o n e s , i n fl a m m a t i o n f a c t o r s , i n t e r l e u k i n s , g r o w t h f a c t o r s , m e t a b o l i c a c t i v a t i o n p a t h w a y s ,
a n d p r o t o o n c o g e n e e x p r e s s i o n . D u e t o e x p a n d i n g k n o w l e d g e a b o u t g r o w t h f a c t o r s a n d
d i o x i n ' s i n fl u e n c e o n c e l l p r o l i f e r a t i o n r a t e s , i n t e r e s t i s g r o w i n g i n n o n c a n c e r e n dp o i n t s a n d
t h e m e c h a n i s m o f a c t i o n o f t h e s e e f f e c t s .
E v i d e n c e o f c a n c e r a n d n o n c a n c e r h e a l t h e f f e c t s a f t e r e x p o s u r e t o T CD D i n h u m a n s
h a s b e e n l im i t e d a n d i n c o n c l u s i v e . D o c u m e n t e d h u m a n h e a l t h e f f e c t s h a v e i n c l u d e d
p o r p h y ri a , a l t e r e d g l u c o s e m e t a b o l i s m a n d i n c r e a s e d ri s k o f d i a b e t e s i n h i g h l y e x p o s e d
i n d i v i d u a l s , h o r m o n a l e f f e c t s (a l t e r e d t h y r o i d h o r m o n e a n d t e s t o s t e r o n e l e v e l s ) , a n d
r e p r o du c ti v e e f f e c t s (R o e g n e r e t a l , 1 9 9 1 , C a l v e rt e t a l , 1 9 9 9 , E g e l a n d e t a l , 1 9 9 4 ) . A s k i n
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c o n d i t i o n
,
c h l o r o a c n e
,
h a s b e e n t h e m o s t c o n s i s t e n t l y r e p o rt e d m a l a d y i n h u m a n s a ft e r
m a s s i v e e x p o s u r e t o T C D D (M o c a r e U i e t a l . , 1 9 9 1 ) .
1 1
1 3 i M MU N O T O x i c E f f e c t s o f T C D D
O f th e m a n y o r g a n s / s y s t e m s a f f e c t e d b y T C D D , o n e o f t h e m o s t s e n s i t i v e i s t h e
imm u n e s y s t e m C o n s e q u e n t l y , T C D D i s c o n s i d e r e d t o b e t h e m o s t t h o r o u g h l y e x a m i n e d
x e n o b i o t i c w h i c h h a s b e e n e v a l u a t e d a s a n im m u n o t o x i c a n t (H o l s a p p l e , 1 9 9 1 ) E x p o s u r e t o
T CD D r e s u l t s i n t h y m i c a t r o p h y , a l t e r a t i o n s i n b o n e m a r r o w , a n d g e n e r a l
im m u n o s u p p r e s s i o n i n a lm o s t e v e r y s p e c i e s e x a m in e d (L u s t e r 1 9 7 9 , 1 9 8 0 ) . B o t h c e l l -
m e d i a t e d a n d h u m o r a l r e s p o n s e s a r e s u p p r e s s e d fo l l o w i n g e x p o s u r e t o T CD D , s u g g e s t i n g
m u l t i p l e c e l l u l a r t a r g e t s w i t h i n t h e im m u n e s y s t e m (K e r v h e t , 1 9 9 5 , V o s e t a l . , 1 9 9 7 )
N u m e r o u s h o s t - r e s i s t a n c e s t u d i e s i n d i c a t e t h a t e x p o s u r e t o T C D D r e s u l t s i n i n c r e a s e d
s u s c e p t i b i l i t y t o b a c t e r i a l (T h i g p e n e t a l , 1 9 7 5 ) , v i r a l (B u r l e s o n e t a l . , 1 9 9 6 , H o u s e , R V e t a l .
1 9 9 0 ) , p a r a s i t i c (L u e b k e e t a l . , 1 9 9 4 ) a n d n e o p l a s t i c d i s e a s e (L u s t e r e t a l , 1 9 8 0 ) .
A n e f f e c t o f s u b l e t h a l e x p o s u r e s o f T C D D c o m m o n t o a l l s p e c i e s e x a m i n e d i s t h y m i c
a t r o p h y , w h i c h h a s b e e n s h o w n t o b e d o s e - d e p e n d a n t (V o s e t a l . , 1 9 7 3 ) . F o r e x a m p l e ,
f o l l o w i n g a s i n g l e d o s e o f T C D D , a c u t e E D 50 v a l u e s f o r t h y m i c a t r o p h y w e r e c a l c u l a t e d a s 2 6
Ai g / k g i n Sp r a g u e D a w l e y r a t s , 0 . 8 M g / k g i n g u i n e a p i g s , a n d 4 8 / i g / k g i n S y r i a n g o l d e n
h a m s t e r s (H a n b e r g e t a l . , 1 9 89 ) . T h y m i c a t r o p h y w a s o b s e r v e d i n r h e s u s m o n k e y s a f t e r a
s i n g l e d o s e o f 7 0 // g T C D D / k g (M c C o n n e l l e t a l . , 1 9 7 8 ) , a n d i n r a t s a f t e r a s i n g l e
a dm i n i s t r a t i o n o f 1 / ^ g T C D D / k g (D e H e e r e t a l , 1 9 94 ) , A n i n t a c t t h y m u s i s c r u c i a l t o t h e
d e v e l o p i n g im m u n e s y s t e m d u r i n g t h e p r e n a t a l a n d p o s t n a t a l p e r i o d o f r o d e n t s a s w e l l a s
hu m a n s . I n v e r y y o u n g a n im a l s , c o n g e n i t a l t h y m i c a p l a s i a o r t h y m e c t o m y s e v e r e l y r e d u c e s
t h e n u m b e r a n d f u n c t i o n o f T c e l l s (B e n j a m i n i a n d L e s k o w i t z , 1 9 9 1) . H o w e v e r , i n a d u l t
a n im a l m o d e l s , r e m o v a l o f t h e t h y m u s h a s b e e n s h o w n t o h a v e l i t t l e o r n o e f f e c t o n t h e
q u a n t i t y o r q u a l i t y o f T c e l l s (B e n j a m i n i a n d L e s k o w i t z , 1 9 9 1 ) B y t h i s s t a g e , T c e l l s h a v e
a l r e a d y m a t u r e d a n d m o v e d t o s e c o n d a r y l y m p h o i d o r g a n s . Su p p r e s s i o n o f i m m u n e
r e s p o n s e s i n a d u l t a n im a l s o c c u r s a t l e v e l s o f T C D D a n d r e l a t e d c o n g e n e r s s i g n i f i c a n t l y
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l o w e r t h a n t h o s e n e e d e d t o i n d u c e t h y m i c a t r o p h y
E x p e r im e n t a l e v i d e n c e s u g g e s t s t h a t v e r y y o u n g a n im a l s a r e m o r e s u s c e p t i b l e t o
H A H i m m u n o t o x i c e f f e c t s o f T C D D (B im b a u m e t a l . , 1 9 9 5 ) . S u p p r e s s i o n o f T c e l l m e d i a t e d
im m u n i t y i n r o d e n t s o c c u r s a t l o w e r d o s e s o f T C D D w h e n t h e a n im a l s a r e e x p o s e d p r e n a t a l l y
(H o U a d a y , e t a l , 19 9 1 , V o s a n d M o o r e , 1 9 7 4 ) F o r e x a m p l e , a s i n g l e d o s e o f T C D D (3
/ i g / k g ) t o p r e g n a n t F 3 4 4 r a t s r e s u l t e d i n t h y m i c a t r o p h y a n d a l t e r a t i o n o f T c e l l d e v e l o p m e n t
i n n e o n a t e s , a n d p u p s (G e hr s e t a l , 1 9 9 7 ) . Su p p r e s s i o n o f t h e d e l a y e d - t yp e h y p e r s e n s i t i v i t y
r e s p o n s e i n t h e s e o f f s p r i n g p e r s i s t e d i n t o a d u l t h o o d a n d w a s a s s o c i a t e d w i t h a n e v e n l o w e r
do s e (0 . 1 A i g / k g ) t o t h e d a m (G e h r s e t a l . , 1 9 9 9 ) . G i v e n t h e w e i g h t o f e v i d e n c e t h a t t h e
t h y m u s i s a t a r g e t o r g a n , i t i s n o t s u r p r i s i n g t h a t a l t e r a t i o n s i n T c e l l r e s p o n s e s o c c u r u p o n
e x p o s u r e t o T C D D . D e l a y e d - t y p e h y p e r s e n s i t i v i t y (D T H ) , c y t o t o x i c T l y m p h o c y t e (C T L )
a c t i v i t y , h e l p e r T c e l l f u n c t i o n , a n d T c e l l
- d e p e n d a n t a n t i b o d y r e s p o n s e s , s u c h a s t h e
r e s p o n s e t o S R B C , h a v e b e e n s h o w n t o b e s u p p r e s s e d u p o n e x p o s u r e t o T C D D i n v i v o (V o s
e t a l . , 1 9 7 3 , K e r v U e t e t a l . , 1 9 9 0 , T o m a r a n d K e r v Ue t , 1 9 9 1 , D e K r e y e t a l , 1 9 9 5 ) .
T C D D - m e d i a t e d s u p p r e s s i o n o f h u m o r a l imm u n i t y h a s b e e n m o s t f r e q u e n t l y
e x a m i n e d b y t h e p r im a r y P F C a n t ib o d y r e s p o n s e t o SR B C s . T h i s i s a l s o o n e o f t h e m o s t
s e n s i t i v e a n d r e p r o d u c i b l e im m u n e e n d p o i n t s s u p p r e s s e d b y T C D D a n d T C D D - l i k e
c o n g e n e r s . (K e r v l i e t e t a l . , 1 9 9 3 ) . A n E D j q o f a p p r o x im a t e l y 1 . 0 /u g T C D D / k g f o r T C D D -
i n d u c e d s u p p r e s s i o n o f t h e a n t i - SR B C r e s p o n s e i n a d u l t B 6 o r B 6 C 3 F 1 m i c e h a s b e e n
c o n s i s t e n t l y r e p o r t e d b y s e v e r a l l a b o r a t o r i e s (D a v i s a n d Sa f e , 1 9 8 8 , S m i a l o w i c z e t a l . , 1 9 9 4 )
A n t i g e n s t h a t d i f f e r i n t h e i r r e q u i r e m e n t s f o r a n t i g e n p r e s e n t i n g c e l l s (A P C s ) o r T c e l l s c a n
b e u s e d t o e v a l u a t e c e l l u l a r t a r g e t s f o r im m u n o t o x i c i t y . B c e l l s a l o n e c a n n o t m o u n t a n y k i n d
o f a n a n t i b o d y r e s p o n s e t o SR B C , a T c e l l - d e p e n d e n t a n t i g e n . T N P - L P S i s a T c e l l
i n d e p e n d e n t a n t i g e n , t h e r e f o r e a d e q u a t e B c e l l f u n c t i o n i s n e e d e d f o r a r o b u s t T N P
- L P S
r e s p o n s e . T h e d i f f e r e n t i a l s e n s i t i v i t y o f t h e a n t i b o dy r e s p o n s e s t o T N P
- L P S v e r s u s SR B C h a s
b e e n s h o w n i n T C D D - t r e a t e d m i c e (H o u s e e t a l . , 1 9 9 0 ) a n d r a t s (S m i a l o w i c z , 1 9 9 6) .
T r e a t m e n t w i t h T C D D d e p r e s s e d b o t h r e s p o n s e s , b u t s u p p r e s s i o n o f t h e r e s p o n s e t o S R B C
w a s a c h i e v e d w i th a l o w e r d o s e o f T C D D . T h i s w o u l d s u g g e s t t h a t T C D D t a r g e t s t h e T c e l l
a n d/ o r A P C c o m p o n e n t s m o r e s o t h a n t h e B c e l l r e s p o n s e .
B y c o n t r a s t , a l t h o u gh d i r e c t e f f e c t s o f T C D D a n d o t h e r H A H s o n T c e l l s i n v i t r o h a s
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n o t b e e n d e m o n s t r a t e d
,
i n v i t r o s t u d i e s h a v e s h o w n d i r e c t e f f e c t s o f t h e s e c h e m i c a l s o n t h e
a c t i v a t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n o f p u r i f i e d B c e l l s (T u c k e r e t a l , 1 9 8 6 , L u s t e r e t a l . , 1 9 9 1 ) . A n
e x v i v o e x p e r im e n t i n w h i c h t h e i n v e s t i g a t o r s r e m o v e d s p l e e n T c e l l s , B c e l l s a n d
m a c r o p h a g e s fr o m T C D D a n d v e h i c l e t r e a t e d m i c e f o u n d B c e l l s fr o m T C D D - t r e a t e d m i c e
w e r e ft i n c t i o n a l l y c o m p r o m i s e d , b u t T c e l l s a n d m a c r o p h a g e s w e r e n o t (D o o l e y a n d
H o l s a p p l e , 1 9 8 8 )
A s i t c a n b e s e e n
,
d u e t o t h e c o m p l e x i t y a n d o v e r l a p p i n g n a t u r e o f t h e im m u n e
r e s p o n s e i t i s d i f fi c u l t t o t e a s e o u t w h i c h c e l l u l a r c o m p o n e n t s o f t h e i mm u n e r e s p o n s e a r e
t a r g e t e d a n d t h e m e c h a n i s m b y w h i c h t h e y a r e im p a i r e d b y T C D D a n d T C D D - l i k e
c o n g e n e r s . D e s p i t e t h e e x t e n s i v e b o d y o f w o r k a c c u m u l a t e d t h u s f a r o n t h e i m m u n o t o x i c
e f f e c t s o f T C D D , s c i e n t i fi c i n v e s t i g a t i o n i s f a r f r o m c o m p l e t e .
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1 . 4 R o l e o f t h e A h R e c e p t o r i n T C D D M e d i a t e d T o x i c i t y
T h e i n i t i a t i o n o f t h e m a j o r i t y o f d i o x i n - i n d u c e d e f f e c t s a r e m e d i a t e d b y t h e A h
r e c e p t o r , w h i c h f u n c t i o n s a s a Ug a n d - a c t i v a t e d t r a n s c r i p t i o n f a c t o r . T h e e x i s t e n c e o f a n
i n d u c t i o n r e c e p t o r f o r T C D D a n d r e l a t e d H A H s w a s fi r s t p o s t u l a t e d b y P o l a n d a n d G l o v e r i n
19 73 . T h e r e c e p t o r , t e r m e d th e A h (a r o m a t i c h y d r o c a r b o n ) r e c e p t o r , w a s fi r s t i d e n t i f i e d i n
t h e c y t o s o l o f t h e m o u s e l i v e r (P o l a n d e t a l . , 1 9 7 6 ) . O v e r t i m e , t h e A h r e c e p t o r w a s f o u n d t o
b e u b i q u i t o u s i n t i s s u e s a n d o r g a n s o f m a m m a l i a n a n d n o n - m a m m a l i a n s p e c i e s , i n h u m a n
t i s s u e a n d in h u m a n c e l l - l i n e s (V a n D e n B e r g , 1 9 9 8 ) . A s e r i e s o f e x p e r im e n t s e x a m i n e d t h e
s t r u c t u r e - b i n d i n g r e l a t i o n s h i p fo r a n u m b e r o f T CD D c o n g e n e r s i n t h e m o u s e h e p a t i c c y t o s o l
(P o l a n d e t a l . , 19 7 9 ) . T h e a f fi n i t y o f t h e c o n g e n e r f o r t h e A h r e c e p t o r w a s d e t e r m i n e d b y th e
n u m b e r o f s u b s t i t u t e d c h l o r i n e a t o m s . T C D D
,
t h e m o s t a c t i v e c h em i c a l o f t h i s g r o u p , h a s
c h l o r i n e s i n a l l f o u r l a t e r a l p o s i t i o n s . T h e a d d i t i o n o r r e m o v a l o f l a t e r a l c h l o r i n e s u b s t i t u e n t s
r e s u l t s i n c o n g e n e r s w i t h l o w e r A h r e c e p t o r b i n d i n g a f fi n i t i e s .
T h e A h r e c e p t o r i s a p r o t e i n c o m p l e x c o n s i s t i n g o f tw o h e a t s h o c k p r o t e i n m o l e c u l e s
(H S P 9 0) a m o n g o t h e r p e p t i d e m o l e c u l e s P r i o r t o o c c u p a n c y b y a l i g a n d , t h e i n a c t i v e A h
r e c e p t o r r e s i d e s i n t h e c y t o p l a s m . I t a p p e a r s t h a t t h e H S P 9 0 m a i n t a i n s t h e A h r e c e p t o r i n a
h g a n d - b i n d i n g c o n f o r m a t i o n a n d r e p r e s s e s i t
'
s D N A b i n d i n g c a p a c i t y (O k e y e t a l , 1 9 9 4 ) .
T h e b i n d i n g o f T C D D o r T C D D - l i k e c o n g e n e r s t o t h i s r e c e p t o r i s r e v e r s i b l e a n d o c c u r s w i t h
h i g h a f fi n i t y . O n c e T C D D i s b o u n d t o t h e r e c e p t o r , a c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e o c c u r s r e l e a s i n g
t h e t w o h e a t s h o c k p r o t e i n s . U p o n h e t e r o d im e r i z a t i o n w i t h a n o t h e r p r o t e i n , t h e A h r e c e p t o r
n u c l e a r t r a n s l o c a t o r (A R N T ) p r o t e i n t h e e n t i r e c o m p l e x m i g r a t e s t o t h e n u c l e u s w h e r e i t c a n
i n d u c e t h e t r a n s c r i p t i o n o f g e n e s b y b i n d i n g t o s p e c i fi c
" d i o x i n r e s p o n s i v e
"
e l e m e n t s (D R E ) .
C o n c l u s i v e e v i d e n c e i n d i c a t e s t h a t t h e C Y P l A l g e n e ( r e s p o n s i b l e f o r p r o d u c t i o n o f
c y t o c h r o m e P 4 5 0 1A l ) i s i n du c e d t h r o u g h t h i s p a t h w a y I n v i t r o i n d u c t i o n o f t h e C Y P l A l
g e n e i s u s e d a s a w a y t o s c r e e n c h e m i c a l s f o r d i o x i n - l i k e a c t i v i t y (H a r p e r e t a l , 1 9 9 5 ) .
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E f f e c t s o f T C D D a n d T CD D - l i k e c o n g e n e r s o n A h r e s p o n s i v e , a n d l e s s r e s p o n s i v e
s t r a i n s o f m i c e s u g g e s t t h a t T C D D - i n d u c e d imm u n o s u p p r e s s i o n i s m e d i a t e d b y t h e A h
r e c e p t o r (H a r p e r , e t a l . , 19 9 3 , 19 9 4 ) . A s t h e A h l o c u s c o d e s f o r t h e A h r e c e p t o r , s t r a i n s o f
m i c e t h a t d i f f e r a t t h e A h l o c u s a l s o d i f f e r i n t h e i r r e s p o n s e t o T C D D Wh i l e C 5 7B 1/ 6 m i c e
(A h
' '* '
) a r e h i g h l y r e s p o n s i v e t o T CD D - i n d u c e d im m u n o s u p p r e s s i o n , D B A / 2 (A h
' '' '
) m i c e a r e
m o r e r e s i s t a n t D B A / 2 m i c e r e q u i r e a t e n - f o l d h i g h e r d o s e o f T C D D , a s i x - f o l d h i g h e r d o s e
o f P C B 1 2 6 a n d a t hr e e - f o l d h i g h e r d o s e o f PC B 1 6 9 c o m p a r e d t o C 5 7B 1/ 6 t o a c h i e v e
c o m p a r a b l e s u p p r e s s i o n o f t h e P F C r e s p o n s e (D a v i s a n d Sa f e , 1 9 9 0 , H a r p e r e t a l . , 1 9 9 4 ) .
T h i s d i f f e r e n c e i n s t r a i n s e n s i t i v i t y h a s b e e n d e m o n s t r a t e d f o r o t h e r imm u n e e n d p o i n t s
a f f e c t e d b y T C D D a n d r e l a t e d c o m p o u n d s , s u c h a s s u p p r e s s i o n o f c y t o t o x i c T l y m p h o c y t e
a c t i v i t y (K e r k v l e i t e t a l . 1 9 9 0 ) . F u r t h e r m o r e , s e v e r a l s t u d i e s i n d i c a t e t h a t t h e r e i s a c o r r e l a t i o n
b e t w e e n s t r u c t u r e - im m u n o t o x i c i t y a n d A h r e c e p t o r b i n d i n g a f fi n i t i e s f o r T C D D a n d T C D D -
li k e c o m p o u n d s (C l a r k e t a l , 1 9 8 3 , D a v i s a n d Sa fe , 1 9 8 8 , 1 9 9 0 , K e r k v l i e t e t a l , 1 9 9 0 )
T h e s e o b s e r v a t i o n s s u p p o r t a r o l e f o r t h e A h r e c e p t o r i n m e d i a t i n g t h e
im m u n o s u p p r e s s i v e e f f e c t s o f T C D D a n d s im i l a r H A H s . H o w e v e r , m u c h w o r k i s s t i l l
n e e d e d t o c l a r i f y s c i e n t i fi c u n d e r s t a n d i n g o f t h e m e c h a n i s m (s ) i n v o l v e d i n A h - m e d i a t e d
im m u n o t o x i c i t y . A d d i t i o n a l l y , d u e t o t h e i n t e r a c t i o n b e tw e e n t h e im m u n e s y s t e m s a n d o t h e r
o r g a n s / s y s t em s (e . g . t h e e n d o c r i n e s y s t e m ), i t i s p o s s i b l e i f n o t l i k e l y t h a t n o n - A h r e c e p t o r
m e d i a t e d e v e n t s a r e a l s o i n v o l v e d i n H A H im m u n o t o x i c i t y .
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L 5 H u m a n S t u d i e s a n b T C D D - M e d i a t e d I m m u n o t o x i c i t y
A l t h o u g h a p l e t h o r a o f e v i d e n c e h a s e s t a b l i s h e d T C D D a s a n i m m u n o t o x i c a n t i n
a n i m a l s , e p i d e m i o l o g i c s t u d i e s h a v e n o t r e v e a l e d c o n s i s t e n t p a t t e r n s o f d a m a g e t o t h e
im m u n e s y s t e m b y T CD D a n d i t s c o n g e n e r s . H o w e v e r , a f e w e p i d e m i o l o g i c s t u d i e s o f
h u m a n s e x p o s e d t o T C D D t h r o u g h i n d u s t r i a l a c c i d e n t s s u g g e s t s u b t l e c h a n g e s i n t h e i m m u n e
s y s t e m a n d i n c r e a s e d d i s e a s e s u s c e p t i b i l i t y i n h i g h l y e x p o s e d p o p u l a t i o n s . F o r e x a m p l e ,
T C D D - e x p o s e d w o r k e r s w e r e e v a l u a t e d s e v e r a l y e a r s a ft e r a c h e m i c a l p l a n t i n c i d e n t i n 19 5 3
i n L u d w i g s h a f e n , G e r m a n y T h e p r o p o r t i o n s o f s o m e l y m p h o c y t e p o p u l a t i o n s (B c e l l s , T
c e l l s , T h e lp e r c e l l s , a n d T s u p p r e s s o r c e l l s ) w e r e l o w e r a m o n g t h e s e w o r k e r s w h e n
c o m p a r e d t o a n u n e x p o s e d r e f e r e n t p o p u l a t i o n (O t t e t a l . , 1 9 9 3 ) A n i n c r e a s e i n t o t a l
l y m p h o c y t e c o u n t , s e r u m I g G a n d I g A l e v e l s , i n c i d e n c e o f a p p e n d i c i t i s , t h y r o i d d i s e a s e ,
u p p e r r e s p i r a t o r y i n f e c t i o n s , a n d i n f e c t i o u s a n d p a r a s i t i c d i s e a s e s w a s f o u n d i n l a t e r s t u d i e s
(O t t e t a l . , 1 9 9 4 , Z o b e r e t a l , 1 9 9 4 ) I n c e n t r a l T a i w a n d u r i n g 1 9 7 8 - 7 9 , r i c e o i l w a s
c o n t a m i n a t e d w i t h p o l y c h l o r i n a t e d b i p h e n y l s a n d p o l y c h l o r i n a t e d d i b e n z o f u r a n s A d u l t s
e x p o s e d t o t h e t o x i c c h e m i c a l s e x h i b i t e d d e c r e a s e d s e r u m I g A a n d I g M l e v e l s , a n d a r e d u c e d
h e l p e r / s u p p r e s s o r T c e l l r a t i o (L u a n d W u , 1 9 8 5 ) .
V e r y y o u n g a n im a l s a r e e x q u i s i t e l y s e n s i t i v e t o t h e i m m u n o t o x i c i t y o f d i o x i n a n d
d i o x i n - l i k e c o m p o u n d s . P r e n a t a l a n d p o s t n a t a l e x p o s u r e t o T C D D h a s b e e n s h o w n t o r e s u l t
i n im m u n e a l t e r a t i o n s t h a t p e r s i s t i n t o a d u l t h o o d i n F 3 4 4 r a t s (G e h r s e t a l . , 1 9 9 9 ) S o m e
s t u d i e s p r o p o s e t h a t t h i s m a y h o l d t r u e f o r y o u n g h u m a n s . R e s u l t s fr o m a s t u d y o n D u t c h
i n f a n t s s u g g e s t t h a t p r e n a t a l b a c k g r o u n d l e v e l s o f P C B / d i o x i n e x p o s u r e i n fl u e n c e s t h e h u m a n
f e t a l a n d n e o n a t a l i mm u n e s y s t e m (W e i g l a s - K u p e m s e t a l . , 1 9 9 5 ) . A f o l l o w u p s t u d y
i n d i c a t e s t h a t p r e a n d p o s t n a t a l b a c k g r o u n d e x p o s u r e i s a s s o c i a t e d w i t h c h a n g e s i n t h e T - c e l l
p o p u l a t i o n , t h e h u m o r a l r e s p o n s e , a s w e l l a s p r e v a l e n c e o f c h i c k e n p o x a n d m i d d l e e a r
i n f e c t i o n s i n t h e s e c h i l d r e n a t 4 2 m o n t h s o f a g e . (W e i s g l a s - K u p e r u s e t a l . , p a p e r s u bm i t t e d )
C h i l d r e n fr o m c e n t r a l T a iw a n w h o s e m o t h e r s h a d c o n s u m e d th e c o n t a m i n a t e d o i l w e r e
e x p o s e d p r e n a t a l l y t o p o l y c h l o r i n a t e d b i p h e n y l s a n d p o l y c h l o r i n a t e d d i b e n z o f u r a n s M o t h e r s
o f t h e s e c h i l d r e n r e p o r t e d t h a t t h e y h a d a n i n c r e a s e d i n c i d e n c e i n p n e u m o n i a a n d b r o n c h i t i s
i n t h e fi r s t s i x m o n t h s a ft e r b i r t h ( R o g a n e t a l . , 1 9 8 8) . A h i g h e r i n c i d e n c e o f m i d d l e e a r
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d i s e a s e s t h a n c o n t r o l s w a s f o u n d i n s c h o o l c h i l d r e n w h o s e m o t h e r s w e r e e x p o s e d t o t h e
c o n t a m i n a t e d r i c e o i l . T h e a u t h o r s s t a t e d t h a t
,
c o m p a r e d t o c o n t r o l s ,
"
c o l l e c t i v e l y t h e s e
c h i l d r e n e i t h e r c o n t r a c t e d o t i t i s m e d i a e a s i l y o r h a d m o r e d i f f i c u l t y c l e a ri n g t h e
i n f e c t i o n . " (C h a o e t a l , 1 9 9 7 ) .
S e v e r a l e x p l a n a t i o n s a c c o u n t f o r t h e l a c k o f c o r r o b o r a t i o n b e t w e e n h u m a n
e p i d e m i o l g i c s t u d i e s a n d c o n c l u s i v e i m m u n o t o x i c e f f e c t s r e p o r t e d i n a n i m a l s t u d i e s . F i r s t ,
t h e a s s e s s m e n t o f s u b c l i n i c a l c h a n g e s i n im m u n e fu n c t i o n i n h u m a n s i s l im i t e d . H u m a n
i m m u n e a s s a y s c u r r e n t l y i n u s e h a v e a b r o a d r a n g e o f n o r m a l r e s p o n s e s . A l t h o u g h m a r g i n a l
a l t e r a t i o n s i n t h e im m u n e r e s p o n s e m a y b e d e t e c t e d , t h e r e a l im p a c t o n t h e fu n c t i o n o f t h e
im m u n e s y s t e m m a y b e i n s i g n i fi c a n t o r u n k n o w n S e c o n d l y , r e s e a r c h e r s a r e r e s t ri c t e d t o
a s s a y s t h a t a r e c l i n i c a l l y f e a s i b l e v e r s u s t h o s e t h a t a r e s h o w n t o b e m o s t s e n s i t i v e i n a n im a l s
s t u d i e s (V a n L o v e r e n e t a l . , 1 9 9 5 ) . O b v i o u s l y , e t h i c s p r e v e n t c e r t a i n t e s t i n g s c h em e s i n
h u m a n s t u d i e s , s u c h a s c h a l l e n g e w i t h i n f e c t i o u s d i s e a s e . A l s o , m o s t e p i d e m i o l o g i c a l
s t u d i e s o c c u r l o n g a f t e r i n i t i a l e x p o s u r e t o T CD D h a s o c c u r r e d , a n d i t i s p o s s i b l e t h a t a t t h e
t im e o f t h e s t u d y s u bj e c t s h a v e r e c o v e r e d f r o m t h e im m u n o t o x i c o l o g i c a l e f f e c t s o f T C D D
a n d T C D D - l i k e c o n g e n e r s . A d d i t i o n a l l y , t h e r e a r e a n u m b e r o f c o n f o u n d i n g v a ri a b l e s t h a t
i n fl u e n c e t h e im m u n e r e s p o n s e , s u c h a s : a g e , s e x , p r e g n a n c y , s m o k i n g , a l c o h o l u s e , d i e t ,
s l e e p d i s t u r b a n c e s , i l l n e s s , p h y s i c a l e x e r t i o n , d e p r e s s i o n , a c u t e s t r e s s , m a l n u t ri t i o n ,
c o m m o n l y u s e d m e d i c i n e s , a n d c e r t a i n m i n e r a l s a n d v i t a m i n s (J a n e w a y a n d T r a v e r s , 1 9 9 4 ) .
F i n a l l y , T C D D a n d T CD D c o n g e n e r s a r e u b i q u i t o u s i n t h e e n v i r o n m e n t . T h e r e f o r e , i t i s
d i f fi c u l t
,
i f n o t im p o s s i b l e , t o d e fi n e a
"
n o n - e x p o s e d
"
p o p u l a t i o n a s w e a r e a l l e x p o s e d t o
b a c k g r o u n d l e v e l s o f T C D D a n d T C D D c o n g e n e r s
A s m e n t i o n e d a b o v e
,
t h e im m u n e r e s p o n s e o f a n im a l s e x p o s e d t o H A H s i s o ft e n
a s s e s s e d a f t e r c h a l l e n g e w i t h a n a n t i g e n o r p a t h o g e n o f i n t e r e s t . Se v e r a l r e c e n t s t u d i e s h a v e
b e e n d e s i g n e d t o e x am i n e t h e im m u n e r e s p o n s e t o c h a l l e n g e (v i a v a c c i n a t i o n ) i n h u m a n s
e x p o s e d t o H A H s . C o n t i n u e d im p r o v e m e n t s i n im m u n o l o g i c t e s t s u s e d i n h u m a n s t u d i e s a r e
n e e d e d t o d e t e c t s u b t l e c h a n g e s i n t h e im m u n e r e s p o n s e I m p r o v e m e n t s i n t h e r e s e a r c h e r
'
s
a b i l i t y t o a c c u r a t e l y d e t e r m i n e h u m a n b o d y b u r d e n o f H A H s a t t h e t i m e o f s t u d y , a s w e l l a s
p r e d i c t i n i t i a l e x p o s u r e l e v e l s a r e n e c e s s a r y . T h e s e a d v a n c e m e n t s w o u l d e n h a n c e fu t u r e
e p i d e m i o l o g i c s t u d i e s i n v e s t i g a t i n g h u m a n e x p o s u r e t o H A H s .
I S T o x i c E q u i v a l e n c y F a c t o r s (T E F s )
H u m a n s a r e e x p o s e d t o c o m p l e x m i x t u r e s o f e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s t hr o u g h d a i l y
a c t i v i t i e s . A l t h o u g h H A H s a r e e n c o u n t e r e d a s m i x t u r e s , o f t e n o n l y l im i t e d t o x i c i t y d a t a a r e
a v a i l a b l e f o r i n d i v i d u a l c h e m i c a l s . T h i s p o s e s a p r o b l e m w h e n t r y i n g t o e s t im a t e h e a l t h r i s k s
fr o m e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e . P r im a r i l y t o h e l p p r i o r i t i z e a r e a s o f c o n c e r n f o r e n v i r o n m e n t a l
c l e a n - u p , v a r i o u s n a t i o n a l a n d i n t e r n a t i o n a l a g e n c i e s d e v e l o p e d t o x i c e q u i v a l e n c y f a c t o r s
(T E F s ) fo r u s e i n r i s k a s s e s sm e n t A T E F i s d e r i v e d b y c o m p a r i n g t h e p o t e n c y o f a c h em i c a l
f o r w h i c h l im i t e d a m o u n t o f t o x i c i t y d a t a e x i s t s , t o a c h e m i c a l f o r w h i c h t h e r e i s a l a r g e b o d y
o f t o x i c i t y (D e V i t o e t a l . , 1 9 9 7 , Sa f e , 1 9 9 0 ) . F r o m a l l t h e p u b l i s h e d s t u d i e s , a c h e m i c a l i s
t h e n a s s i g n e d a p o i n t e s t i m a t e f o r a T E F v a l u e . T E F s c a n t h e n b e u s e d t o e s t i m a t e t o x i c
e q u i v a l e n c y (T E Q) , w h i c h i s t h e s u m o f w e i g h t e d p o t e n c y f o r e a c h c h e m i c a l i n a m i x t u r e .
T h e T E F a p p r o a c h w a s o r i g i n a l l y d e v e l o p e d f o r c a l c u l a t i n g T E Qs i n m i x t u r e s o f
P C D D s a n d P CD F s (S a f e , 1 9 9 0 , B i m b a u m a n d D e V i t o , 1 9 9 5 , D e V i t o e t a l , 1 9 9 7 ) . T h e
a c t i o n s o f t h e s e c h e m i c a l s a r e m e d i a t e d b y t h e i r b i n d i n g t o t h e A h r e c e p t o r (S a f e , 1 9 9 0 ) .
St u d i e s d e m o n s t r a t e a r a n k o r d e r c o r r e l a t i o n b e t w e e n i n v i t r o A h r e c e p t o r b i n d i n g a f fi n i t i e s
a n d i n v i v o p o t e n c i e s f o r P CD D s a n d P C D F s (B a n d i e r a e t a l , 1 9 8 5 , D e V i t o e t a l , 1 9 9 7 )
T C D D i s c o n s i d e r e d t h e p r o t o t y p e c h e m i c a l b e c a u s e i t i s t h e m o s t p o t e n t t o x i c a n t o f t h i s
g r o u p o f c h e m i c a l s , a d e q u a t e t o x i c i t y d a t a e x i s t s , a n d i t b i n d s t h e A h r e c e p t o r w i t h h i g h e r
a f fi n i t y t h a n o t h e r l i g a n d s . T h e r e l a t i v e p o t e n c y o f t h e s e c h e m i c a l s i s i n fl u e n c e d n o t o n l y b y
th e r e l a t i v e b i n d i n g a f fi n i t y t o t h e A h r e c e p t o r , b u t a l s o b y d i f f e r e n c e s i n p h a r m a c o k i n e t i c
p r o p e r t i e s (e . g . a b s o r p t i o n , d i s t r i b u t i o n , m e t a b o l i s m , e x c r e t i o n ) o f t h e s e c h e m i c a l s (D e V i t o e t
a l
,
1 9 9 7) G o o d c o r r e l a t i o n h a s b e e n o b s e r v e d b e t w e e n i n v i v o o r i n v i t r o r e s p o n s e s a n d T E Q
v a l u e s c a l c u l a t e d fr o m t h e r e l a t i v e c o n c e n t r a t i o n o f i n d i v i d u a l c o n g e n e r s i n a m i x t u r e o f
P C D F s a n d P C D D s . T E F v a l u e s f o r i n d i v i du a l P C D D s a n d P C D F s a r e u s e d t o e s t i m a t e t h e
T E Q o f T C D D o f a n e n v i r o n m e n t a l m i x t u r e , a s d e s c r i b e d b e l o w .
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E . g . , i f a m i x t u r e c o n t a i n s P CD D s a n d P C D F s :
T E Q= { [PC D D a X T E F p c D o J + [P C D D b x T E F p c D D b J} + { [PD C F a x T E F p c D P 3 ] + [P D C F a x T E F p c D F a ] } + - e t c
T E Q= Su m m a t i o n o f T E F ^ o „ g g „ g r t im e s t h e c o n c e n t r a t i o n o f e a c h i n d i v i d u a l c o n g e n e r
A d i s t i n c t i o n s h o u l d b e m a d e b e t w e e n t h e t e r m s T E F a n d r e l a t i v e p o t e n c y f a c t o r (R E P ) . A
T E F i s a n e s t im a t e o f t h e p o t e n c y o f a c h e m i c a l b a s e d o n a l l t h e a v a i l a b l e e x p e r im e n t a l d a t a
u s i n g b o t h i n v i v o a n d i n v i t r o s t u d i e s (B im b a u m , L . , a n d D e V i t o , M . J . , 1 9 9 5 , S a f e , S , 19 9 0 )
F r o m a l l t h e p u b l i s h e d s t u d i e s , a c h e m i c a l i s a s s i g n e d a p o i n t e s t im a t e f o r a T E F v a l u e .
W h e n t h e p o t e n c y o f a c o m p o u n d r e l a t i v e t o T C D D h a s b e e n o b t a i n e d i n a s i n g l e i n v i v o o r
i n v i t r o s t u d y , i t i s r e f e r r e d t o a s a R E P v a l u e (V a n d e n B e r g , e t a l , 1 9 9 8 ) . T h i s r e s u l t s i n a
r a n g e o f r e l a t i v e p o t e n c y v a l u e s fo r a n u m b e r o f r e s p o n s e s . F o r e x a m p l e , t h e v a l u e s
c a l c u l a t e d i n t h i s s t u d y fo r t h e p o t e n c y o f T CD D - l i k e c o n g e n e r s r e l a t i v e t o T C D D a r e R E P s
f o r i m m u n o t o x i c i t y T h e R E P s fo r P e CD D , 4 P e C D F , P C B 12 6 a n d P C B l 18 a r e d e t e r m i n e d
fr o m th e r a t i o s o f m e d i a n e f f e c t i v e d o s e (E D 5 0) f o r s u p p r e s s i o n o f t h e I g M r e s p o n s e t o
S R B C s o f e a c h c o n g e n e r r e l a t i v e t o t h e E D 50 f o r T C D D .
C o mm e r c i a l P CB m i x t u r e s e l i c i t r e s p o n s e s t h a t a r e s im i l a r t o t h o s e r e p o r t e d f o r
T C D D i . e .
,
t h y m i c a t r o p h y , im m u n o s u p p r e s s i o n , c a r c i n o g e n e i s i s , h e p a t o t o x i c i t y , p o r p h y r i a
a n d d e v e l o p m e n t a l a n d r e p r o d u c t i v e t o x i c i t y (S a f e , 1 9 84 , 1 9 9 4 ) . A s m a l l s u b s e t o f P C B s , t h e
c o p l a n a r P C B s (n o n - o r t h o ) a n d m o n o - o r t h o P C B s , h a v e b e e n s h o w n t o b i n d t o t h e A h
r e c e p t o r a n d a r e t h o u g h t t o c o n t r i b u t e l a r g e l y t o t h e d i o x i n - l i k e t o x i c i t y o f t h e s e m i x t u r e s
(S a f e , 1 9 8 4 , 19 90 ) . T h e c o p l a n a r a n d m o n o - o r t h o P CB s c o m p e t i t i v e l y d i s p l a c e [
^
H ] T C D D
fr o m th e c y t o s o l i c A h r e c e p t o r a n d th e s e c o m p o u n d s e x h i b i t a l l o f t h e p r o p e r t i e s o f r e c e p t o r
a g o n i s t s i n c l u d i n g th e i n d u c t i o n o f CY P l A l (Sa f e , 1 9 9 2 ) . Qu a n t i t a t i v e s t r u c t u r e a c t i v i t y
r e l a t i o n s h i p s (SA R s ) h a v e s h o w n r e l a t i v e A h r e c e p t o r b i n d i n g a c t i v i t i e s f o l l o w e d t h e o r d e r
T CD D > 3
,
3
*
4
,
4
'
5 - p e n t a C B (P C B 12 6 ) > 3 , 3
'
4
,
4
'
- t e t r a CB (P CB 7 7 )> 3 , 3
'
4
,
4
'
5
,
5
'
- h e x a C B
(P C B 16 9 ) > m o « o - o r t h o c o p l a n a r P C B s (i . e . P C B 1 1 8 ) (Sa f e , 1 9 9 2 ) . T E F v a l u e s f o r t h e s e
T C D D - l i k e P C B s h a v e a l s o b e e n p r o p o s e d (Sa f e , 1 9 9 4 ) . T h i s i s a p p r o p r i a t e , c o n s i d e r i n g t h a t
i n s o m e e n v i r o n m e n t a l m i x t u r e s , t h e o v e r a l l c o n t ri b u t i o n o f PC B s t o T E Qs e x c e e d s t h a t o f
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t h e P C D D s a n d P C D F s (K a m a n e t a l , 1 9 8 8 ) .
T h e r e a r e h m i t a t i o n s t o t h e T E F a p p r o a c h . F o r o n e , i t i s o n l y u s e f u l f o r A h - m e d i a t e d
p r o c e s s e s . A s d i s c u s s e d e a r l i e r , t h e r e i s e v i d e n c e t h a t T CD D a n d T C D D - l i k e c o n g e n e r s e x e r t
i m m u n o t o x i c e f f e c t s t h r o u g h t h e A h r e c e p t o r , b u t o t h e r m e c h a n i s m s m a y a l s o b e a t w o r k .
Se c o n d l y , t h e p r e d i c t i v e v a l u e o f T E Qs f o r P C B s , PC D D s a n d P CD F s m a y b e b o t h s p e c i e s
a n d r e s p o n s e s p e c i f i c (S a f e , 1 9 9 2 ) . E v i d e n c e i s i n c o n c l u s i v e a t t h i s t i m e a s t o h o w
s u s c e p t i b l e h u m a n s a r e t o H A H - m e d i a t e d i m m u n t o x i c i t y c o m p a r e d t o l a b o r a t o r y a n im a l s .
A l s o
,
c o m b i n e d e f f e c t s o f d i f f e r e n t T C D D - l i k e c o n g e n e r s a r e a s s u m e d t o b e d o s e o r
c o n c e n t r a t i o n a d d i t i v e A n u m b e r o f s t u d i e s h a v e p r e s e n t e d e v i d e n c e t h a t n o n - a d d i t i v e e f f e c t s
o c c u r i n m i x t u r e s s im i l a r t o t h o s e fo u n d i n t h e e n v i r o n m e n t . F o r e x a m p l e , a n t a g o n i s t i c
e f f e c t s o f m i x t u r e s o f H A H s o n T C D D - i n d u c e d i m m u n o s u p p r e s s i o n i n t h e s p l e n i c r e s p o n s e
t o S R B C h a v e b e e n d o c u m e n t e d f o r 1 , 3 , 6 , 8 T CD F a n d P C B 1 5 3 , a c o mm o n e n v i r o n m e n t a l
c o n t a m i n a n t (S a f e , 1 9 9 0 , Sm i a l o w i c z , e t a l , 1 9 9 7 ) . L e s s p o t e n t c o n g e n e r s s t i l l h a v e A h -
r e c e p t o r b i n d i n g a f fi n i t i e s a n d a r e e f f e c t i v e c o m p e t i t o r s f o r t h e A h - b i n d i n g s i t e . H o w e v e r ,
t h e y d o n o t b i n d w i t h t h e n e c e s s a r y a f fi n i t y t o i n d u c e A h - m e d i a t e d e f f e c t s . O c c u p a t i o n o f t h e
b i n d i n g s i t e r e du c e s t h e c h a n c e t h a t m o r e t o x i c d i o x i n - l i k e c o m p o u n d s w i l l b i n d t o t h e
r e c e p t o r a n d d e c r e a s e s t h e p o t en c y o f t h e m i x t u r e (H a r p e r e t a l . , 1 9 9 5 ) . T h e r e fo r e , i n s o m e
c a s e s
,
u s i n g t h e T E F a p p r o a c h m a y o v e r e s t i m a t e t h e im m u n o t o x i c it y o f a m i x t u r e . T h i s m a y
b e t r u e fo r e n v i r o n m e n t a l m i x t u r e s w h i c h c o n t a i n h i g h l e v e l s o f c o p l a n a r P C B s a s w e l l a s t h e
m o r e t o x i c P C D D s a n d P CD F s (S a f e , 1 9 9 4 ) .
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L 6 D e s c r i p t i o n o f A s s a y s
Im m u n o c o m p e t e n c e i s e v a l u a t e d b y q u a n t i t a t i n g t h e p ri m a r y r e s p o n s e t o S R B C s i n
b o t h a s s a y s e x a m i n e d i n t h i s p r o j e c t . A s m e n t i o n e d a b o v e , t h e a s s a y s m e a s u r e d i f f e r e n t
e n d p o i n t s : t h e P F C a s s a y c o u n t s SR B C s p e c i f i c I g M p l a s m a c e l l s i n t h e s p l e e n s o f SR B C
im m u n i z e d a n im a l s w h i l e t h e SR B C s p e c i f i c I g M E L I SA m e a s u r e s t o t a l am o u n t s o f a n t i -
SR B C I gM i n t h e s e r a fr o m SR B C im m u n i z e d a n im a l s . M a n y p l a sm a c e l l s , o t h e r t h a n t h o s e
i n t h e s p l e e n , c o n t ri b u t e t o t h e t o t a l a m o u n t o f S R B C s p e c i f i c I g M m e a s u r e d i n t h e s e r a
(T e m p l e e t a l , 1 9 9 5 ) .
SR B C s w e r e c h o s e n a s t h e a n t i g e n o f c h o i c e fo r a v a ri e t y o f r e a s o n s . H i s t o ri c a l l y ,
SR B C s h a v e b e e n t h e a n t i g e n o f c h o i c e i n im m u n o t o x i c i t y s c r e e n i n g (L u s t e r e t a l , 1 9 8 8) .
SR B C s a r e i n e x p e n s i v e , r e a d i l y a v a i l a b l e , a n d a r e s t a b l e f o r a l o n g t im e u n d e r t h e p r o p e r
c o n d i t i o n s . I n a d d i t i o n
, SR B C s a r e e a s i l y a d a p t e d f o r u s e i n t h e P F C a s s a y a n d t h e E L I S A . I n
t h e P F C a s s a y , l y s i s o f w h o l e SR B C s i s r e a d i l y d e t e c t a b l e a s p l a q u e s fo r m e d i n s e m i - s o l i d
m e d i a . Sh e e p e r y t h r o c y t e s , a s a l l m a m m a l i a n R B C s , c o n t a i n n o d e m o n s t r a b l e s u b - c e l l u l a r
o r g a n e l l e s a n d r e p r e s e n t a g o o d s u p p l y o f p l a s m a m e m b r a n e s . A ft e r o s m o t i c l y s i s , w h i c h
r e l e a s e s t h e r e d c e l l c o n t e n t s a n d h e m o g l o b i n , t h e p l a s m a m em b r a n e f r a g m e n t s c a n b e
p u ri f i e d a n d a d s o r b e d t o w e l l s i n a m i c r o t i t e r p l a t e f o r u s e i n t h e E L I S A a s s a y (H a n a h a n a n d
E k h o lm
,
19 7 4 ) . B e c a u s e t h e im m u n e r e s p o n s e t o S R B C s r e q u i r e s T - c e l l s , B - c e l l s a n d
a n t i g e n p r e s e n t i n g c e l l s (A P C s ) f o r t h e a n im a l t o m o u n t a n e f f e c t i v e h u m o r a l r e s p o n s e ,
im m u n o t o x i c s c r e e n i n g u s i n g t h i s a n t i g e n e v a l u a t e s t h e a b i l i t y o f t h e s e c e l l s t o a c t t o g e t h e r .
T h e P F C A s s a y
2 2
T h e p l a q u e f o r m i n g c e l l a s s a y , fi r s t d e s c ri b e d b y Je m e a n d N o r d i n i n 1 9 6 3 , i s u s e d to
e v a l u a t e t h e h u m o r a l r e s p o n s e b y m e a s u r i n g t h e n u m b e r o f p l a sm a c e l l s s p e c i f i c t o a n t i g e n .
P l a s m a c e l l s a r e m a t u r e B c e l l s p r o d u c i n g a n t i b o d i e s o f o n e s p e c i fi c i t y a n d im m u n o g l o b u l i n
c l a s s . T h e s e B c e l l s a r e n o r m a l l y r e s t r i c t e d t o s e c o n d a r y l y m p h o i d o r g a n s s u c h a s t h e s p l e e n
a n d l y m p h n o d e s . I n t h e s t a n d a r d p l a q u e a s s a y , c e l l s t o b e t e s t e d f r o m a n i m m u n i z e d a n im a l
a r e s u s p e n d e d w i t h s h e e p e r y t h r o c y t e s i n a s e m i - s o l i d m e d i u m C o m p l e m e n t i s a d d e d t o t h e
m i x t u r e a n d th e e n t i r e m i x t u r e i s t r a n s f e r r e d t o a n a s s a y p l a t e a n d c o v e r e d w i t h a g l a s s s l i d e .
D u r i n g a n i n c u b a t i o n p e r i o d , t h e t e s t c e l l s s e c r e t e a n t i b o d y . B e c a u s e t h e t e s t a n im a l s a r e
im m u n i z e d w i t h w h o l e S R B C s , a n t i b o d y w i l l b e p r o d u c e d t o m a n y m e m b r a n e p r o t e i n s . T h e
a n t i b o d y b i n d s t o e p i t o p e s o n t h e SR B C s i n t h e a s s a y p l a t e a n d c a u s e s l y s i s o f t h e
s u r r o u n d i n g S R B C s i n t h e p r e s e n c e o f c o m p l e m e n t . I g M a n d I g G a r e t h e im m u n o g l o b u l i n
c l a s s e s t h a t a r e t h e m o s t e f f e c t i v e a c t i v a t o r s o f c o m p l e m e n t (T e m p l e e t a l . , 1 9 9 5 ) C l e a r e d
a r e a s o r p l a q u e s , c a n b e v i s u a l i z e d i n t h e a r e a s u r r o u n d i n g t h e p l a s m a c e l l . C o u n t i n g t h e s e
p l a q u e s e q u a l s t h e n u m b e r o f a n t i g e n s p e c i fi c p l a s m a c e l l s p e r a s s a y p l a t e w h i c h c a n t h e n b e
c o n v e r t e d t o t h e n u m b e r o f p l a s m a c e l l s p e r s p e c i fi c n u m b e r o f s p l e e n c e l l s a n d p e r t o t a l
s p l e e n .
I n o u r s t u d i e s
,
w e u s e d a p r o t o c o l d e v e l o p e d e a r l i e r i n t h i s l a b o r a t o r y f o r t h e P F C
w h i c h m e a s u r e s t h e r e s p o n s e t o SR B C w i t h t h e s p l e e n a s a s o u r c e o f t e s t c e l l s . T h e a s s a y i s
p e r f o r m e d o n D a y 4 p o s t - im m u n i z a t i o n f o r B 6 C 3 F 1 m i c e a n d Sp r a g u e - D a w l e y r a t s ,
h i s t o ri c a l ly t h e p e a k r e s p o n s e d a y s fo r t h e s e r o d e n t s t r a i n s .
T h e E L I SA a s s a y
T h e E L I S A m e t h o d w a s f i r s t d e s c ri b e d b y E n g v a l l a n d P e r lm a n i n 19 7 0 a s a
qu a n t i t a t i v e a s s a y o f im m u n o g l o b u l i n G . I n t h i s a s s a y , a n e n z y m e i s c h e m i c a l l y l i n k e d t o t h e
a n t i g e n o r a n t i b o d y o f i n t e r e s t . T h e u n l a b e l e d c o m p o n e n t (e i t h e r a n t i g e n o r a n t i b o d y ) i s
a t t a c h e d t o a s o l i d s u p p o r t , s u c h a s t h e w e l l s o f a p l a s t i c m i c r o t i t e r p l a t e . T h e p l a s t i c w i l l
a d s o r b a c e r t a i n a m o u n t o f a n y p r o t e i n . M o s t c o m m o n l y , t h e a n t i g e n o f i n t e r e s t i s a t t a c h e d t o
t h e s o l i d s u p p o r t a n d t h e b i n d i n g o f a n t i b o d y i n s e r u m s a m p l e s i s a s s a y e d . A s e c o n d a r y
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e n z y m e - l a b e l e d a n t i b o d y b i n d s u n d e r c o n d i t i o n s w h e r e n o n - s p e c i fi c a d s o r p t i o n i s b l o c k e d .
A n y u n b o u n d m a t e r i a l i s w a s h e d a w a y w i t h b u f f e r s o l u t i o n B i n d m g i s d e t e c t e d b y a r e a c t i o n
t h a t c o n v e r t s a c o l o r l e s s s u b s t r a t e i n t o a c o l o r e d r e a c t i o n p r o d u c t C o l o r c h a n g e c a n b e r e a d
i n t h e m i c r o t i t e r p l a t e v i a s p e c t r o p h o t o m e t e r , f a c i l i t a t i n g d a t a c o l l e c t i o n (C r o w t h e r , 1 9 9 5 )
T h e SR B C - s p e c i f i c I g M E L I SA m e a s u r e s t h e l e v e l s o f s e r u m I g M s p e c i f i c t o SR B C s
(T e m p l e e t a l , 1 9 9 3 ) . I n t h e S R B C s p e c i f i c E L I SA , S R B C m e m b r a n e p r e p a r a t i o n s p r o v i d e
t h e a n t i g e n o f i n t e r e s t . A n im a l s a r e im m u n i z e d w i t h t h e o p t im a l c o n c e n t r a t i o n o f SR B C s a n d
a t t h e p e a k r e s p o n s e d a y , s e r a a r e c o l l e c t e d . T h e a n t i g e n (SR B C m e m b r a n e s ) i s a p p l i e d t o
m i c r o t i t e r p l a t e s , a n d t h e b i n d i n g o f s e r u m I g M a n t i - SR B C i s m e a s u r e d v i a d e t e c t i o n w i t h a n
a p p r o p r i a t e s e c o n d a r y a n t i b o d y a n d a d d i t i o n o f s u b s t r a t e r e s u l t i n g i n a c h a r a c t e r i s t i c c o l o r
c h a n g e . M e a s u r e m e n t o f t h e a b s o r b e n c y o f t h i s fi n a l s o l u t i o n v i a s p e c t r o p h o t o m e t e r a t 4 1 0
n m a l l o w s f o r q u a n t i t a t i o n o f s e r u m l e v e l s o f SR B C s p e c i f i c I g M
I t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e im m u n i z a t i o n c o n d i t i o n s (i . e . , c o n c e n t r a t i o n o f SR B C t o
in j e c t , k i n e t i c s s t u d y t o d e t e r m i n e o p t im a l t i t e r , a n d p r o d u c t i o n o f
" i n t e r n a l s t a n d a r d " s e r a )
m u s t b e o p t i m i z e d f o r b o t h a s s a y s t o d e t e c t p o s s i b l e s p e c i e s a n d s t r a i n d i f f e r e n c e s .
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2 . 0 M a t e r i a l s
A n im a l s
Y o u n g a d u l t ( 1 0 w e e k s o l d ) f em a l e B 6 C 3 F 1 m i c e a n d m a l e S p r a g u e - D a w l e y r a t s
(s i x t y d a y s o l d ) w e r e o b t a i n e d fr o m Ch a r l e s R i v e r l a b o r a t o r y (R a l e i g h , N . C . ) a n d a l l o w e d a t
l e a s t o n e w e e k t o a c c l im a t e . R a t s w e r e h o u s e d 3 p e r c a g e a n d m i c e 7 p e r c a g e c o n t a i n i n g
h e a t - t r e a t e d p i n e s h a v i n g s (B e t a C h i p s , N o r t h E a s t e r n P r o d u c t s , I n c . , W a r r e n s b u r g , N Y ) .
F e e d (P u r i n a L a b C h o w , R a l s t o n P u r i n a C o S t L o u i s , M O ) a n d w a t e r w e r e p r o v i d e d a d
l i b i t u m . A n a m b i e n t t e m p e r a t u r e o f 2 2
° C
,
r e l a t i v e h u m i d i t y o f 5 5 + \ - 5% , a n d a 12 - h r l i g h t -
d a r k c y c l e w e r e p r o v i d e d .
C h e m i c a l s a n d B i o c h e m i c a l s
Sh e e p r e d b l o o d c e l l s (S R B C s ) i n A l s e v e r s
'
s o l u t i o n a n d d e f i b r i n a t e d SR B C s w e r e
o b t a i n e d fr o m C o l o r a d o Se r u m c o m p a n y , D e n v e r , C O . T h e s a m e s h e e p w a s t h e s o u r c e o f
SR B C s f o r a l l e x p e r im e n t s G u i n e a p i g c o m p l em e n t , R P M I 16 4 0 m e d i a , E a r l s
' b a l a n c e d s a l t
s o l u t i o n a n d d i s t i l l e d w a t e r
,
w e r e p u r c h a s e d fr o m G I B C O l a b o r a t o r i e s .
P h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e (P B S ), l a u r y l s u l f a t e , e t h y l e n e d i a m i n i n e t e t r a a c t e t i c a c i d (E D T A ) ,
p o l y o x y e t h y l e n e s o r b i t a n m o n o l a u r a t e (T w e e n 2 0 ) , t ri z m a h y d r o c h l o r i d e , 2 , 2
'
a z i n o - b i s (3 -
e t h y lb e n z t h i a z o l i n e - 6 - s u l f o n i c A c i d ) d i a m m o n i u m s a l t a n d p h o s p h a t e - c i t r a t e b u f f e r w i t h u r e a
h y dr o g e n p e r o x i d e t a b l e t s w e r e p u r c h a s e d fr o m S i g m a Ch e m i c a l C o m p a n y , St L o u i s , M O .
A f fi n i t y p u r i f i e d g o a t a n t i - r a t I gM - h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e (H R P ) {ij ) (r a t s e c o n d a r y
a n t ib o d y ) , o r a f fi n i t y p u r i fi e d g o a t a n t i - m o u s e I gM - H R P (/i ) (m o u s e s e c o n d a r y a n t i b o dy )
w e r e p u r c h a s e d fr o m A c c u r a t e C h e m i c a l a n d S c i e n t i fi c C o r p . , W e s t b u r y , N Y . 2 , 3 , 7 , 8 T C D D
w a s p u r c h a s e d fr o m R a d i a n C o r p o r a t i o n a n d > 9 8% p u r e a s d e t e r m i n e d b y G C
- M S . T C D D
c o n g e n e r s P e C D D , 4 P e C D F , P C B 12 6 a n d P C B l 18 w e r e p u r c h a s e d f r o m A c c u r a t e C h em i c a l
C o m p a n y .
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2 o l M e t h o d s
D e v e l o p m e n t o f t h e a n t i S M B C I g M s p e c i fi c E L I SA :
I s o l a t i o n o f SR B C m e m b r a n e s .
D e f i b r i n a t e d s h e e p b l o o d d i l u t e d 1 : 1 i n A l s e v e r
'
s w a s c e n t r i f Ug e d a t 2 0 0 0 x g f o r 1 5
m i n u t e s a t 4
°
C u s i n g a l E C P R - 7 0 0 0 c e n t r i f u g e w i t h s w i n g i n g b u c k e t r o t o r a n d w a s h e d w i t h
n o r m a l s a l i n e . A ft e r tw o w a s h e s
,
t h e b u f fy l a y e r (w h i t e b l o o d c e l l (WB C l a y e r ) w a s r e m o v e d
T h e c e l l s w e r e t h e n a l t e r n a t e l y w a s h e d w i t h T r i s - E D T A a n d v a c u u m c e n t ri f u g e d w i t h a fi x e d
a n g l e r o t o r a t 2 0 , 0 0 0x g f o r 3 0 m i n u t e s a t 4
°
C u n t i l t h e h e m o g l o b i n w a s r e m o v e d a n d t h e
s u p e r n a t a n t w a s c l e a r M e m b r a n e p e l l e t s w e r e c o m b i n e d a n d fi l t e r e d t h r o u g h 1 - 2 l a y e r s o f a n
o r d i n a r y g a u z e p a d t o r e m o v e t h e r e m a i n i n g f i b r o u s p o r t i o n . T h e c o m b i n e d m e m b r a n e s w e r e
p l a c e d i n d i a l y s i s t u b i n g (Sp e c t r a / P o r ® M e m b r a n e M WC O : 12 - 1 4 , 0 0 0 ) T h e s u s p e n s i o n w a s
di a l y z e d f o r 2 4 h o u r s a t r o o m t em p e r a t u r e a g a i n s t 0 . 1 % SD S i n P B S . T h e p r o t e i n
c o n c e n t r a t i o n o f t h e d i a l y z e d m e m b r a n e s o l u t i o n w a s m e a s u r e d u s i n g a B C A P r o t e i n A s s a y
R e a g e n t K i t (B i o - R a d ) . S R B C m em b r a n e p r e p a r a t i o n s w e r e s t o r e d a t - 2 0
°
C a t a p r o t e i n
c o n c e n t r a t i o n o f @ 1 m g /m l .
SR B C I g M E L I S A .
F o r p e r f o r m a n c e o f t h e E L I S A , s t o r e d S R B C m e m b r a n e p r e p a r a t i o n w a s a l l o w e d t o
t h a w a n d d i l u t e d t o 2 0 /u g /m l i n P B S . E a c h w e l l o f 9 6 - w e l l I m m u l o n - 2 E L I S A m i c r o t i t e r
p l a t e s ( fl a t - b o t t o m , D y n a t e c h L a b s ) w a s c o a t e d w i t h 1 2 5 / ^ 1 o f t h i s s o l u t i o n u s i n g a C o s t a r
M u l t i c h a n n e l P i p e t t o r T h e p l a t e s w e r e i n c u b a t e d a t 4
° C f o r n o l e s s t h a n 1 6 h r s . O n t h e d a y
o f t h e a s s a y , p l a t e s w e r e h a n d d e c a n t e d a n d w a s h e d t h r e e t im e s w i t h 0 . 0 5% T w e e n / P B S
u s i n g a N u n c - Im m u n o W a s h 12 p l a t e w a s h e r . P l a t e s w e r e b l o t t e d a n d b l o c k e d w i th 4 %
n o n fa t m i l k s o l u t i o n i n d i s t i l l e d w a t e r f o r o n e h o u r a t 3 7
° C . P l a t e s w e r e w a s h e d a s d e s c r i b e d
a b o v e . W e l l s i n t h e s e c o n d c o l u m n w e r e c o a t e d w i t h 2 0 0 /x l o f a 1 : 8 d i l u t i o n o f t e s t s e r u m o r
i n t e r n a l c o n t r o l s e r u m a s a p p r o p r i a t e . Se r u m s a m p l e s w e r e s e q u e n t i a l l y d i l u t e d fr o m 1 :8
-
2 6
1 : 4 0 9 6 i n P B S
.
T h e l a s t w e l l s o f e a c h r o w c o n t a i n e d o n l y P B S a n d p r o v i d e d t h e n e g a t i v e
c o n t r o l . P l a t e s w e r e i n c u b a t e d fo r 1 h o u r a t 3 7 ° C a n d t h e n w a s h e d a s d e s c r i b e d a b o v e . T h e
a p p r o p r i a t e s e c o n d a r y a n t i b o d y (e g . a f fi n i t y p u ri f i e d g o a t a n t i - r a t I g M - H R P (/j ) , o r a f fi n i t y
p u ri fi e d g o a t a n t i - m o u s e I g M - H R P (/u ) ) w a s d i l u t e d i n 4 % n o n f a t m i lk s o l u t i o n a n d 10 0 / / 1
w a s a d d e d p e r w e l l . T h e o p t im a l c o n c e n t r a t i o n o f s e c o n d a r y a n t i b o d y w a s u s u a l l y 1 : 2 5 0 0
(m o u s e ) a n d 1 :2 0 0 0 (r a t ) w i t h o n l y s l i g h t v a ri a b i l i t y d u e t o t h e d i f f e r e n t l o t s o f a n t i b o d y . T h e
p l a t e w a s i n c u b a t e d fo r 1 h o u r a t 3 7
° C
,
t h e n w a s h e d a s d e s c ri b e d e a r l i e r . L a s t l y , 1 0 0 / i l o f
P e r o x i d a s e s u b s t r a t e w a s p i p e t t e d p e r w e l l a n d t h e p l a t e w a s i n c u b a t e d fo r 4 5 m i n u t e s . T h e
a b s o r b e n c y o f t h i s fi n a l s o l u t i o n w a s m e a s u r e d v i a s p e c t r o p h o t o m e t e r (Sp e c t r a M a x 2 50 p l a t e
r e a d e r ) a t 4 10 n m .
E L I S A d a t a a n a l y s i s .
I gM l e v e l s c o u l d n o t b e e x p r e s s e d i n p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n o r a c t i v i t y s i n c e a s t a n d a r d
I gM s p e c i f i c t o S R B C m em b r a n e s w a s n o t a v a i l a b l e . S t u d i e s w e r e e v a l u a t e d u s i n g t h e l i n e a r
r e g i o n o f a l o g / l o g p l o t o f 8 s e ri a l t w o f o l d d i l u t i o n s . I n o r d e r t o m a k e c o m p a ri s o n s w i t h a n d
b e tw e e n s t u d i e s , a n a b s o r b a n c e w a s c h o s e n w h i c h f e l l w i t h i n t h e d a t a p o i n t s o f t h e s t u d y (0 . 5
O D ) a n d th e t i t e r o f t h e s e r u m n e e d e d t o p r o d u c e t h a t a b s o r b a n c e w a s e x t r a p o l a t e d fi
"
o m t h e
e q u a t i o n r e s u l t i n g fi
-
o m t h e l i n e a r p o rt i o n o f t h e c u r v e . So ft m a x s o f t w a r e (M o l e c u l a r
D e v i c e s ) w a s u s e d f o r t h i s a n a ly s i s .
N O T E : F o r m o r e d e t a i l s e e t h e c o m p l e t e SR B C M e m b r a n e a n d S M B C E L I SA p r o t o c o l s i n t h e a p p e n d i x .
S R B C / P F C A s s a y
F o u r d a y s f o l l o w i n g i mm u n i z a t i o n , a n im a l s w e r e b l e d f o r s e r u m t o b e u s e d f o r
SR B C I gM E L I S A p ri o r t o r e m o v a l o f t h e s p l e e n , t h y m u s a n d l i v e r , w h i c h w e r e w e i gh e d .
T e s t a n im a l s w e r e k i l l e d b y C O j a n o x i a f o l l o w e d b y c e r v i c a l d i s l o c a t i o n . Sp l e e n s w e r e
r e m o v e d a s e p t i c a l l y a n d p l a c e d i n a t u b e c o n t a i n i n g R PM I - 164 0 m e d i a s u p p l e m e n t e d w i t h
5 % F C S a n d 0 . 1% g e n t am i a c i n . T h e c o n t e n t s o f e a c h t u b e w e r e t r a n s f e r r e d t o a s t e ri l e
St o m a c h e r 80 b a g . Sp l e e n c e l l s w e r e d i s b u r s e d u s i n g a St o m a c h e r L a b - B l e n d e r (8 0 )
(T e k m a r , C i n c i n n a t i , O H ) . C e l l s w e r e r e m o v e d fi
-
o m t h e b a g a n d t r a n s f e r r e d b a c k i n t o t h e
o ri g i n a l t u b e . T h e b a g w a s ri n s e d w i t h R P M I a n d t h i s w a s a d d e d t o t h e t u b e .
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T h e s i n g l e c e l l s u s p e n s i o n w a s a l l o w e d t o s i t o n i c e f o r 1 0 m i n u t e s . C o n t e n t s w e r e
c a r e f u l l y p i p e t t e d i n t o a s e p a r a t e t u b e , l e a v i n g d e b ri s i n t h e o ri g i n a l t u b e D i l u t i o n s o f t h e
s u s p e n s i o n w e r e m a d e i n m e d i a a t 1 : 4 0 a n d 1 : 8 0 (m i c e ) a n d 1 : 5 0 a n d 1 : 1 0 0 ( r a t s ) . C e l l
c o u n t s w e r e t a k e n o n a C o u l t e r C o u n t e r M o d e l Z B I ( C o u l t e r E l e c t r o n i c I n c , H i a l e a h , F l . ) a n d
v i a b i l i t i e s d e t e r m i n e d b y u s i n g t h e t r y p a n b l u e e x c l u s i o n m e t h o d . S R B C (C o l o r a d o Se r u m )
w e r e w a s h e d t h r e e t im e s w i t h s a l i n e a n d r e s u s p e n d e d t o 5 0 % w i t h R P M I m e d i a
R e c o n s t i t u t e d g u i n e a p i g c o m p l e m e n t p r e v i o u s l y a d s o r b e d w i th o n e d r o p o f w a s h e d SR B C
a n d f r o z e n
,
w a s t h a w e d , d i l u t e d 1 : 3 w i t h a s s a y m e d i a a n d h e l d o n i c e . A g a r w a s p r e p a r e d
u s i n g 0 . 5 % B a c t o - A g a r (D i f c o , D e t r o i t , M I ) a n d 0 . 0 5 % d i e t h y l a m i n o e t h y l c e l l u l o s e
(D E A E - d e x t r a n , P h a r m a c i a F i n e Ch e m i c a l s , U p p s a l a , Sw e d e n ) i n E a r l e s
' b a l a n c e d s a l t
s o l u t i o n (E B S ) . A g ar s o l u t i o n w a s m a i n t a i n e d a t 4 7
° C i n a c o n s t a n t t e m p e r a t u r e w a t e r b a t h .
Sp l e e n c e l l s , SR B C , a g a r , a n d c o m p l e m e n t w e r e a d d e d t o 10 x 7 5 mm g l a s s t u b e s i n
du p l i c a t e . So l u t i o n s w e r e v o r t e x e d b ri e fl y , p o u r e d i n t o 1 0 0 mm p e t ri p l a t e s (C o s t a r ,
C a m b ri d g e , M A ) a n d c o v e r e d w i t h 4 5 x 5 0 m m g l a s s c o v e r s l i p s (E ri e Sc i e n t i fi c ,
P o r t s m o u t h , N H ) . P l a t e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 7
° C a n d 5 % C O
2
f o r t h r e e h o u r s . A f t e r
i n c u b a t i o n
, p l a q u e s w e r e c o u n t e d .
N o t e : s e e t h e c o m p l e t e P F C / S R B C p r o t o c o l i n t h e a p p e n d i x fo r m o r e d e t a i l .
D e t e r m i n a t i o n o f p e a k d a y (s ) o f a n t l - S R B C I gM r e s p o n s e a s m e a s u r e d b y E L I S A a n d
SR B C /P F C f o r r a t s a n d m i c e :
O p t i m a l t i m e o f P F C/ SR B C a n d a n t i - S R B C E L I SA r e sp o n s e f o l l o w i n g i m m u n i z a t i o n t o
S R B C f r o m C o l o r a d o S e r u m i n f e m a l e B 6 C 3 F 1 m i c e .
T w e n t y - e i g h t (2 8 ) f e m a l e B 6 C 3F 1 m i c e ( 10 w e e k s o l d o n t h e d a y o f t h e e x p e ri m e n t )
w e r e d i v i d e d i n t o f o u r (4 ) g r o u p s w i t h s e v e n (7 ) m i c e p e r g r o u p . A l l m i c e w e r e im m u n i z e d
b y i n t r a v e n o u s (i v ) i n j e c t i o n w i t h 0 . 2 m l o f a n o p t im a l c o n c e n t r a t i o n (i . e . , 0 . 2 5 x 1 0
^
SR B C /m o u s e o r 1 . 2 5 x 1 0
^
SR B C / m l ) o f SR B C . M i c e w e r e i mm u n i z e d 6 , 5 , 4 , a n d 3 d a y s
p ri o r t o t h e d a y o f t h e SR B C /P F C . O n t h e d a y o f t h e P F C a s s a y , m i c e w e r e b l e d b y j u g u l a r
t r a n s e c t i o n u n d e r C O
2
a n o x i a a n d b l o o d w a s c o l l e c t e d i n s m a l l s e r u m s e p a r a t i o n t u b e s S e r a
w e r e c o l l e c t e d a n d p l a c e d i n s m a l l , l a b e l e d m i c r o f l i g e t u b e s a t 7 5 lA I t u b e , w i t h th e t o p o f t h e
t u b e w r a p p e d i n p a r a f i lm a n d s t o r e d i n t h e f r e e z e r u n t i l t h e d a y o f t h e E L I SA .
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O p t i m a l t i m e o f P F C/ S R B C a n d a n t i SR S C E L I SA r e sp o n s e f o l l o w i n g i m m u n i z a t i o n t o
SRB C f r o m C o l o r a d o S e r u m i n m a l e Sp r a g u e - B a w l e y r a t s .
T h i r t y (3 0 ) m a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s (6 0 d a y s - o l d a t t h e t im e o f t h e e x p e r i m e n t )
w e r e d i v i d e d i n t o fi v e (5 ) g r o u p s w i t h 6 r a t s / g r o u p . A l l r a t s w e r e i m m u n i z e d b y i v i n j e c t i o n
w i t h 0 5 m l o f a 2 . 0 % s u s p e n s i o n o f S R B C (i e 4 x 10 8 SR B C / m l o r 2 x 1 0 8 SR B C / r a t ) .
R a t s w e r e i m m u n i z e d 7
,
6
,
5
,
4
,
o r 3 d a y s p r i o r t o t h e d a y o f t h e S R B C /P F C . O n t h e d a y o f
t h e P F C a s s a y , r a t s w e r e b l e d f o r s e r a u s e d i n t h e E L I SA a s s a y . R a t s w e r e a n e s t h e t i z e d u s i n g
M e t o f a n e a n d e x s a n gu i n a t e d v i a t h e a b d o m i n a l a o r t a . B l o o d w a s p l a c e d i n s e r u m s e p a r a t i o n
t u b e s a n d a f t e r 3 0 - 4 5 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e , c e n t r i f u g e d f o r 7 m i n u t e s a t 2 5 0 0 r p m .
Se r a w e r e c o l l e c t e d a n d p l a c e d i n s m a l l l a b e l e d m i c r o f u g e t u b e s a t 2 0 0/ i l / t u b e , w i t h t h e t o p
o f t h e t u b e w r a p p e d w i th P a r a f i lm ® , a n d s t o r e d i n t h e fr e e z e r .
M e a s u r e m e n t o f SR B C r e s p o n s e b y P F C a n d E L I S A f o l l o w i ra g a d m l E i s t r a t i o n o f T C D D
o r T C D D c o n g e n e r s i n m i c e
P r e l i m i n a r y s t u d y t o p r e d i c t i m m u n o s u p p r e s s i v e d o s e s o f T CB D o r T CD D c o n g e n e r s i n
m i c e .
A p r e l im i n a r y s t u d y w a s c o n d u c t e d i n o r d e r t o d e t e r m i n e a p p r o p r i a t e c h e m i c a l
c o n c e n t r a t i o n s o f T CD D o r T C D D - l i k e c o n g e n e r s (P e C D D , 4 P e C D F , P CB 12 6 a n d P C B l 18 )
p r i o r t o P F C /E L I S A c o m p a r i s o n s t u d i e s . D o s e s t h a t w e r e a n t i c ip a t e d t o b e
im m u n o s u p p r e s s i v e w e r e s e l e c t e d fo r a l l c h e m i c a l s .
C o mp a r i s o n s t u d i e s e x a m i n i n g i m m u n o s u p p r e s s i o n b y T CD D a n d T CD D - c o n g e n e r s .
T h e e f f e c t o f a s i n g l e o r a l d o s e w i t h T C D D o r T CD D - l i k e c o n g e n e r s (P e C D D ,
4 P e C D F , P CB l 2 6 a n d P C B l 1 8) o n t h e S R B C /P F C a n d a n t i SR B C E L I SA r e s p o n s e i n f e m a l e
B 6 C 3F 1 m i c e w a s d e t e r m i n e d i n a s e r i e s o f e x p e r im e n t s . F o r T C D D , a n d e a c h T C D D
- l i k e
c o n g e n e r , 6 g r o u p s o f 1 4 f e m a l e B 6 C 3 F 1 m i c e / g r o u p (8 w e e k s o l d o n d a y o f r e c e i p t ) w e r e
w e i gh e d a n d d o s e d o r a l l y w i t h c o m o i l o r t h e t e s t c h e m i c a l i n c o m o i l i n a v o l u m e o f 10
m l /k g
D o s i n g s o l u t i o n s o f T C D D a n d T C D D - l i k e c o n g e n e r s w e r e p r e p a r e d fr o m s t o c k
s o l u t i o n s c o n t a i n i n g 1 m g / k g o f c h e m i c a l i n 1 0 m l o f c o m o i l . T h e s t o c k s o l u t i o n s w e r e
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p r e p a r e d b y d i s s o l v i n g T C D D o r T C D D - l i k e c o n g e n e r s i n a c e t o n e , m i x i n g t h e a c e t o n e
s o l u t i o n w i t h c o m o i l
, a n d t h e n r em o v i n g t h e a c e t o n e b y e v a p o r a t i o n (D e V i t o , M J , e t a l . ,
19 9 3 ) . M i c e w e r e w e i g h e d a n d d o s e d o n c e v i a g a v a g e w i t h c o m o i l , T C D D , o r T C D D - l i k e
c o n g e n e r s i n c o m o i l i n a v o l u m e o f 1 0 m l / k g .
O n e w e e k l a t e r ( 7 d a y s ) , a l l m i c e w e r e im m u n i z e d w i t h a n i . v . i n j e c t i o n o f a n o p t im a l
c o n c e n t r a t i o n ( i . e . , 0 . 2 5 x 1 0
**
S R B C / m o u s e o r 1 . 2 5 x 1 0 ^ S R B C /m l ) o f S R B C . T h e
SR B C /P F C a s s a y w a s p e r f o r m e d u s i n g s e v e n (7 ) m i c e /g r o u p fo u r d a y s a f t e r im m u n i z a t i o n .
S em m w a s c o l l e c t e d fr o m t h e r e m a i n i n g s e v e n (7 ) m i c e / g r o u p fi v e d a y s a f t e r i mm u n i z a t i o n
(i e . t h e d a y o f p e a k I g M r e s p o n s e ) a n d s t o r e d i n t h e fr e e z e r u n t i l a n a l y s i s b y E L I SA .
S t a t i s t i c s a n d S t a ti s t i c a l m o d e l s .
A l l d a t a w e r e a n a l y z e d u s i n g D u n n e t t
'
s m u l t i p l e c o m p a r i s o n t - t e s t (D u n n e t t , 1 9 5 5 )
w i t h a p < 0 . 0 5 c o n s i d e r e d s i g n i fi c a n t .
A s t a t i s t i c a l m o d e l
, p r o v i d e d b y M i k e D e V i t o u s i n g S i gm a S t a t , u s e s a s h a p i n g c u r v e
t o fi t t h e r aw d a t a a n d g e n e r a t e d t h e
"
E D
50
"
v a l u e s f r o m t h e P F C a n d E L I SA d a t a f o r T CD D
a n d T CD D - l i k e c o n g e n e r s . T h e m o d e l h a s b e e n u s e d t o d e s c r i b e t h e d o s e - r e s p o n s e
r e l a t i o n s h i p f o r s e v e r a l d i f f e r e n t r e s p o n s e s i n a n i m a l s t r e a t e d w i t h T C D D , i n c l u d i n g
im m u n o l o g i c a l r e s p o n s e s (D e V i t o e t a l . , 1 9 94 , 19 9 7 , M c G r a t h e t a l . , 1 9 9 5 ) . T h e s h a p i n g
f u n c t i o n , a n a d a p t a t i o n o f t h e H i l l e q u a t i o n , i s g i v e n a s :
y
= E
o
- {(E „ ^ ^ X
'
) l {b
"
+ X ' ) \
w h e r e X i s t h e d o s e
.
E
g
i s t h e e s t im a t e d b a c k g r o u n d w h e n X i s 0 , £
"
„ „ i s t h e e s t im a t e d
m a x im u n p o s s i b l e d e c r e a s e b e l o w b a c k g r o u n d i n r e s p o n s e , b i s t h e e s t im a t e d E D 5 0 a n d / i i s a
s h a p i n g p a r a m e t e r .
T h e b i o l o g i c a l l y im p o r t a n t c h a r a c t e r i s t i c s o f t h i s f u n c t i o n a r e t h a t i t h a s l o w e r a n d
u p p e r e x t r e m e s t h a t a r e d e t e r m i n e d b y t h e b i o l o g i c a l r e s p o n s e a l o n e , i n d e p e n d e n t o f d o s e .
T h e r e i s a n a t u r a l b a c k g r o u n d o r l e v e l o f t h e im m u n e r e s p o n s e a s s o c i a t e d w i t h t h e l o w e r
e x t r e m e . T h i s i s t h e r e s p o n s e o f t h e im m u n e s y s t e m t o c h a l l e n g e w i t h SR B C o b s e r v e d w i t h
th e c o n t r o l g r o u p . T h e u p p e r a s y m p t o t e i s a s s o c i a t e d w i t h s a t u r a t i o n o f t h e r e s p o n s e :
c o n t i n u i n g t o i n c r e a s e t h e d o s e o f t h e c o m p o u n d w i l l n o t s u p p r e s s t h e im m u n e r e s p o n s e t o
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SR B C b e y o n d a c e r t a i n p o i n t .
(S e e D e V i t o e t a l , 1 9 9 7 f o r f u rt h e r d e t a i l s . )
3 1
3 J R e s u l t s
T i m e c o u r s e a f S R B C - sp e c ifi c I g M i n m i c e a n d r a t s .
B o t h m i c e a n d r a t s im m u n i z e d w i t h SR B C s h o w e d a p e a k P F C r e s p o n s e i n s p l e e n s o n
D a y 4 p o s t - im m u n i z a t i o n (F i g u r e 1 A , F i g u r e 2 A ) . A s im i l a r t im e c o u r s e m e a s u r i n g s e r u m
I gM - s p e c i f i c a n t i b o d y s h o w e d a p e a k a t D a y 5 i n B 6 C 3 F 1 f e m a l e m i c e a n d a p e a k o n D a y 6
i n m a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s (F i g u r e 1 B , F i g u r e 2 B ) .
P r e l i m i n a r y s t u dy : d e t e r m i n i n g a n im m u n o s u p p r e s s i v e d o s e o f T CD D a n d T CD D
c o n g e n e r s .
I n T a b l e 1 , r e s u l t s fr o m t h e p r e l im i n a r y s t u d y d e m o n s t r a t e d s i g n i fi c a n t s u p p r e s s i o n o f
t h e SR B C - s p e c i f i c P F C r e s p o n s e a n d SR B C - s p e c i f i c I g M t i t e r s a t 0 . 5 ^ g T CD D /k g . 10 0 0 / i g
P CB 12 6 / k g , 2 0 / i g P e C D D /k g , a n d 10 M g 4 P e C D F / k g . A d o s e o f 6 5 m g / k g o f P C B 1 18
s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d t h e S R B C - s p e c i fi c P F C r e s p o n s e .
T h e r e w e r e n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n b o d y w e i g h t s a m o n g t r e a tm e n t g r o u p s . O r g a n
w e i g h t e f f e c t s w e r e o b s e r v e d , a s e x p e c t e d , a n d a r e e x p r e s s e d a s o r g a n w e i g h t t o b o d y w e i gh t
r a t i o s i n T a b l e 2 . St a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d e c r e a s e s i n s p l e e n w e i g h t t o b o d y w e i g h t a n d
th y m u s w e i g h t t o b o d y w e i g h t r a t i o s w e r e o b s e r v e d w i t h 0 . 5 n g T C D D / k g a n d 10 0 0 /i g
P C B 12 6/ k g . Si g n i f i c a n t i n c r e a s e d i n l i v e r w e i g h t t o b o d y w e i gh t r a t i o s w e r e o b s e r v e d w i th
0 . 5 M g T C D D /k g , 10 0 0 ^ g P C B 12 6 /k g , 2 0 M g P e C D D /k g , a n d 6 5 m g P CB l 18 /k g Sp l e e n
w e i gh t t o b o d y w e i g h t r a t i o w a s i n c r e a s e d w i t h 6 5 m g P C B l 18 /k g . T h e r e s u l t s o f t h i s s t u dy ,
i n c o m b i n a t i o n w i t h r e p o r t e d T E F v a l u e s , w e r e u s e d t o d e t e r m i n e a p p r o p r i a t e d o s e s o f t h e s e
H A H s f o r s u b s e q u e n t e x p e r im e n t s .
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S u p p r e s s i o H o f t h e P F C a n d S R B C - I gM r e s p o n s e b y t h e a d m i n i s t r a t i o m o f T C D D a n d
T C D D - i i k e c o n g e n e r s .
E f f e c t s o n B o d y a n d O r g a n W e i g h t s .
A s i n g l e d o s e o f T C D D o r T C D D - l i k e c o n g e n e r s d i d n o t p r o d u c e a n y t r e a t m e n t -
r e l a t e d m o r t a l i t y . B o d y w e i g h t c h a n g e s a n d s p l e e n , t h y m u s a n d l i v e r w e i g h t s w e r e e x a m i n e d
o n t h e d a y o f t h e P F C a s s a y f o r a l l c h e m i c a l s t e s t e d B o d y w e i g h t s a t t h e t i m e o f s a c ri f i c e
w e r e u n a f f e c t e d b y t r e a t m e n t w it h a n y c h e m i c a l . O r g a n w e i g h t : b o d y w e i g h t r a t i o s a r e s h o w n
i n T a b l e s 3 - 7 .
A s s e e n i n T a b l e 3 , a s i g n i fi c a n t d e c r e a s e i n s p l e e n t o b o dy w e i g h t w a s o b s e r v e d a t t h e
h i g h e s t d o s e o f T C D D (3 . 0 Ai g / k g ) . A s i g n i f i c a n t d e c r e a s e i n t h y m u s t o b o d y w e i g h t a s
c o m p a r e d t o c o n t r o l s w a s o b s e r v e d a t 1 . 0 a n d 3 . 0 iu g T C D D /k g . L i v e r t o b o d y w e i g h t r a t i o s
w e r e s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d , i n a d o s e - r e l a t e d m a n n e r , a t a l l d o s e s o f T C D D r e l a t i v e t o
c o n t r o l s .
I n T a b l e 4 , o n l y t h e l i v e r t o b o dy w e i g h t r a t i o s w e r e s i g n i f i c a n t l y a f f e c t e d a t t h r e e
h i gh e s t d o s e s o f P C B 12 6 ( 10 0 / / g /k g , 3 0 0 ^ i g /k g a n d 10 0 0 M g /k g ) . A dm i n i s t r a t i o n o f t h e
h i gh e s t d o s e s o f P e C D D (4 0 M g / k g a n d 12 . 0 / / g / k g , T a b l e 5 ) r e s u l t e d i n a s i g n i f i c a n t
d e c r e a s e o f s p l e e n t o b o d y w e i g h t r a t i o s , w h i l e o n l y t h e h i g h e s t d o s e s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d
l i v e r t o b o d y w e i g h t r a t i o s r e l a t i v e t o c o n t r o l s .
F o r 4 P e CD F - t r e a t e d m i c e , s i g n i f i c a n t d e c r e a s e s w e r e o b s e r v e d i n s p l e e n t o b o d y
w e i gh t r a t i o s (9 0 / / g /k g d o s e ) a n d th y m u s t o b o d y w e i g h t r a t i o s (a l l d o s e s , T a b l e 6 ) T h i s
d e c r e a s e i n t h y m u s t o b o d y w e i gh t r a t i o i s a p p a r e n t l y d u e t o t h e f a c t t h a t t h e t h y m u s w e i g h t s
i n t h i s e x p e ri m e n t c o n t r o l g r o u p h a d l a r g e r t h y m u s w e i g h t s c o m p a r e d t o a l l o t h e r c o n t r o l
g r o u p s . H o w e v e r , t h e t h y m u s t o b o d y w e i g h t r a t i o s f o r t h e d o s e g r o u p s a r e c o m p a r a b l e t o
t h o s e o f a l l o t h e r c o n t r o l g r o u p s .
A s i g n i f i c an t i n c r e a s e in l i v e r t o b o d y w e i g h t r a t i o w a s o b s e r v e d a t t h e h i g h e s t d o s e o f
4 P e C D F a s c o m p a r e d t o c o n t r o l s .
O n l y t h e h i g h e s t d o s e s o f P C B 1 1 8 ( 12 0 m g / k g , 2 4 0 m g / k g a n d 4 2 0 m g / k g ) i n c r e a s e d
l i v e r t o b o d y w e i g h t r a t i o s r e l a t i v e t o c o n t r o l s (T a b l e 7 ) .
S u p p r e s s i o n o f t h e P F C a n d SR B C - I gM r e sp o n s e by t h e a d m i n i s t r a t i o n o f T CD D a n d
3 3
T C D D - U k e c & n g e n e r s .
P l o t s o f t h e t r e a t m e n t d o s e s v e r s u s d a t a g e n e r a t e d fr o m b o t h a s s a y s d e m o n s t r a t e d
g o o d d o s e
- r e s p o n s e c u r v e s f o r a l l c h e m i c a l s t e s t e d (F i g u r e s 3 - 7 ) . F o l l o w i n g t r e a tm e n t w i t h
T C D D , m i c e s h o w e d s i g n i f i c a n t l y im m u n o s u p p r e s s i o n w i t h 0 . 5 , 1 . 0 o r 3 . 0 / i g / k g d o s e s a s
m e a s u r e d b y P F C (F i g u r e 3 A ) a n d w i t h 0 . 3 , 0 . 5 1 . 0 o r 3 . 0 M g / k g d o s e s a s m e a s u r e d b y
s e r u m I g M (F i g u r e 3B ) I n m i c e t r e a t e d w i t h P C B 12 6 , b o t h a s s a y s m e a s u r e d s i g n i fi c a n t
d e p r e s s i o n a t a l l d o s e s (F i g u r e 4 A , B ) T r e a tm e n t w i t h 4 P e C D F r e s u l t e d i n
im m u n o s u p p r e s s i o n o f t h e P F C r e s p o n s e a t 1 5 . 0 // g /k g , 3 0 M g / k g , o r 9 0 / / g /k g (F i gu r e 5 A )
w h i l e s e r u m I g M t i t e r s w e r e s i g n i fi c a n t l y d e p r e s s e d a t a l l d o s e s (F i g u r e 5B ) . A dm i n i s t r a t i o n
o f 1 2
,
2 . 0
,
4 . 0 o r 1 2 . 0 / i g /k g P e C D D s i g n i fi c a n t l y d e p r e s s e d t h e P F C r e s p o n s e , w h i l e s e r u m
I gM l e v e l s w e r e s i g n i fi c a n t l y d e p r e s s e d a t a l l t r e a t m e n t d o s e s (F i g u r e 6 A , B ) O n l y t h e
h i g h e s t d o s e o f P C B 1 18 (4 8 0 m g / k g ) c a u s e d s i g n i f i c a n t s u p p r e s s i o n o f t h e P F C r e s p o n s e ,
w h i l e 12 0 , 2 4 0 a n d 4 80 m g/ k g P C B 1 18 s i g n i fi c a n t l y d e p r e s s e d s e r u m I g M l e v e l s .
C a l c u l a t e d " E D s o
"
a n d R E P v a l u e s .
T h e " E D
5 o
"
,
o r t h e d o s e n e e d e d t o s u p p r e s s 5 0 % o f t h e im m u n e r e s p o n s e a s
c o m p a r e d t o c o n t r o l s , i s r e p o r t e d fo r e a c h c h e m i c a l i n T a b l e 8 . F o r a l l c h e m i c a l s e x c e p t P C B
12 6
,
t h e
"
E D
j o
"
v a l u e s g e n e r a t e d b y t h e m o d e l u s i n g t h e E L I S A r e s u l t s w e r e a p p r o x im a t e l y
o n e - h a l f t h o s e p r e d i c t e d b y t h e P F C d a t a .
R e l a t i v e p o t e n c y v a l u e s w e r e c a l c u l a t e d u s i n g t h e
"
E D
j q
"
v a l u e s fr o m T a b l e 8 a n d a r e
p r e s e n t e d i n T a b l e 9 . T h e r e w a s go o d a g r e e m e n t b e t w e e n t h e P F C a n d E L I SA g e n e r a t e d
R E P s F o r c o m p a r i s o n , R E P v a l u e s f o r C Y P l A l e n z y m e i n d u c t i o n fr o m B im b a u m a n d
D e V i t o ( 19 9 5 ) R E P r a n g e s fr o m Sa f e ( 19 9 0 ) a n d th e W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n (WH O )
(a d a p t e d fr o m V a n D e r B e r g , 1 9 9 8) a pp e a r t o t h e l e ft o f t h e P F C a n d E L I S A R E P s i n T a b l e
9 . W i th t h e e x c e p t i o n o f P C B 12 6 , t h e r a n k o r d e r o f t h e E D j q S a n d im m u n o t o x i c p o t e n c y
a gr e e s w i t h t h e r a n k o r d e r o f A h r e c e p t o r a c t i v i t y a n d WK O T E F v a l u e s f o r T C D D a n d
T C D D - l i k e c o n g e n e r s . T h e e x c e p t i o n c a n b e e x p l a i n e d b y e x a m i n i n g t h e d o s e
- r e s p o n s e
c u r v e s f o r P C B 12 6 (F i g u r e s 4 A a n d B ) w h i c h d r o p p e d s h a r p l y d u e t o t h e d o s e s e l e c t i o n . A s
a r e s u l t , t h e d a t a p o o r l y fi t t h e m o d e l u s e d t o g e n e r a t e E D 50 v a l u e s , b e c a u s e , a s d e s c r i b e d i n
t h e m e t h o d s s e c t i o n , t h e m o d e l i s b a s e d o n a n e q u a t i o n g i v i n g a n a s y m p t o t i c c u r v e w h i c h h a s
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c h a r a c t e r i s t i c p l a t e a u s a t v e r y h i g h a n d v e r y l o w d o s e s .
I n g e n e r a l , t h e S R B C E L I SA d a t a fi t t h e s t a t i s t i c a l m o d e l b e t t e r t h a n t h e P F C d u e t o
t h e l o w e r v a r i a b i l i t y o f t h e E L I S A a s s a y . SR B C E L I S A a n d P F C i m m u n o t o x i c i t y R E P
v a l u e s f o r P e CD D a n d 4 P e CD F a r e c l o s e r t o R E P v a l u e s r e p o r t e d b y D e V i t o ( 1 9 9 7 ) f o r
C Y P l A l i n d u c t i o n
,
w h i l e t h o s e f o r P C B 12 6 a n d P C B 1 18 a g r e e m o r e c l o s e l y w i t h WH O
T E F v a l u e s
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4 . 0 D i s c u s s i o n
T h e i mm u n e s y s t e m i s o n e o f t h e m o s t s e n s i t i v e t a r g e t s f o r T C D D t o x i c i t y i n
e x p e r i m e n t a l a n im a l s . A l t e r a t i o n o f im m u n e e n d p o i n t s b y T C D D (e . g . a l t e r e d l y m p h o c y t e
s u b s e t s , i n c r e a s e d s u s c e p t i b i l i t y t o v i r a l a n d b a c t e r i a l i n f e c t i o n ) h a s b e e n r e p o r t e d a t b o d y
b u r d e n s i n a n i m a l m o d e l s t h a t a r e e q u i v a l e n t t o h u m a n b a c k g r o u n d e x p o s u r e s t o T C D D a n d
d i o x i n - l i k e c h e m i c a l s (D e V i t o , e t a l . , 19 9 5 ) . I n v i t r o s t u d i e s u s i n g m o u s e a n d h u m a n
im m u n e c e l l s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t s im i l a r c o n c e n t r a t i o n s o f T C D D p r o d u c e i d e n t i c a l
e f f e c t s F o r e x a m p l e , t h e L O E L f o r i n h i b i t i o n o f p r o l i f e r a t i o n o f m o u s e a n d h u m a n
t h y m o c y t e s w a s 0 . 1 n M o f T C D D ( G r e e n l e e e t a l . , 1 9 7 5 ) . L O E L s f o r i n h i b i t i o n o f I g M
s e c r e t i o n a n d p r o l i f e r a t i o n f o r m o u s e a n d h u m a n l y m p h o c y t e s w e r e 3 . 0 n M T CD D a n d 0 . 3
n M T C D D
,
r e s p e c t i v e l y (W o o d e t a l , 1 9 9 3 ) . H o w e v e r , e v i d e n c e f o r d i o x i n - m e d i a t e d
im m u n o t o x i c i t y i n h u m a n s u bj e c t s i s i n c o n c l u s i v e , a s d i s c u s s e d e a r l i e r S o m e
e p i d em i o l o g i c a l s t u d i e s h a v e d o c u m e n t e d s u b t l e im m u n e a l t e r a t i o n s i n p o p u l a t i o n s h e a v i l y
e x p o s e d t o d i o x i n s , b u t t h e c l i n i c a l im p o r t a n c e o f t h e s e fi n d i n g s i s u n k n o w n .
I n t h i s s t u d y , 0 . 3 / / g T C D D /k g i n f em a l e B 6 C 3 F 1 m i c e w a s s u f f i c i e n t t o r e s u l t i n
im m u n o s u p p r e s s i o n a s d e t e c t e d b y S R B C E L I SA T h e c o r r e s p o n d i n g b o d y b u r d e n i n m i c e
t r e a t e d w i t h t h i s i n t i a l d o s e 7 d a y s l a t e r ( t h e d a y o f c h a l l e n g e w i t h SR B C a n t i g e n ) i s 1 12 n g
T CD D / k g (a s s u m i n g a h a l f - l i f e o f 10 d a y s i n t h e m o u s e , a n d 8 0 % a b s o r p t i o n o f t h e i n i t i a l
d o s e ) . T h e a v e r a g e b o d y b u r d e n o f T C D D i n t h e g e n e r a l p o p u l a t i o n i s e s t im a t e d t o b e 1 . 1
n g T C D D / k g b o d y w e i g h t o r 1 3 n g T E Q/k g b o d y w e i gh t f o r t o t a l P C D D S , P CD F s , a n d
P C B s (D e V i t o e t a l . , 1 9 9 5 ) . T h e r e f o r e , t h e r e i s a p p r o x i m a t e l y a t e n - f o l d d i f f e r e n c e b e t w e e n
th e t i s s u e c o n c e n t r a t i o n n e c e s s a r y t o c a u s e imm u n o s u p p r e s s i o n i n m i c e a n d th e b a c k g r o u n d
l e v e l s o f h u m a n e x p o s u r e . A m a r g i n o f e x p o s u r e (M O E ) o f 1 0 0 i s u s e d b y t h e U . S . E P A i n
ri s k a s s e s s m e n t m e th o d s . H u m a n s a l s o r e c e i v e l o w d a i l y d o s e s o f d i o x i n h k e c h e m i c a l s
t hr o u g h d i e t a r y e x p o s u r e . H u m a n d a i l y e x p o s u r e t o T CD D o r d i o x i n
- l i k e c h e m i c a l s h a s b e e n
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e s t im a t e d a s 3 - 6 p g / T C D D T E Qs / d a y i n t h e U n i t e d St a t e s (S c h e c t e r e t a l , 19 9 4 ) .
S t u d i e s t o d a t e w i t h v a r i o u s im m u n o t o x i c c h e m i c a l s h a v e p r o v e n t h e SR B C - s p e c i fi c
s e r u m I g M E L I SA t o b e a t l e a s t a s s e n s i t i v e a s t h e s p l e e n I g M - P F C a s s a y . I n s t u d i e s b y
T e m p l e e t a l ( 1 9 9 3 , 1 9 9 5 ) , B 6 C3 F 1 fe m a l e m i c e w e r e d o s e d w i t h t h e im m u n o s u p p r e s s i v e
d r u g s b e n z o (a )p y r e n e (B [a ]P ) , m o r ph i n e , a n d c y c l o p h o s p h a m i d e . A dm i n i s t r a t i o n o f t h e s e
c h e m i c a l s p r o d u c e d i d e n t i c a l l o w e s t o b s e r v e d e f f e c t l e v e l s (L O E L s ) w h e n u s i n g t h e P F C
a s s a y o r SR B C E L I SA , l e a d i n g t h e i n v e s t i g a t o r s t o c o n c l u d e t h a t t h e SR B C - s p e c i f i c s e r u m
I gM E L I SA w a s a s s e n s i t i v e a s t h e s p l e e n I gM - P F C a s s a y i n m e a s u r i n g e f f e c t s o n t h e
h u m o r a l im m u n e s y s t e m .
W e h a v e s h o w n t h a t t h e S R B C - E L I SA , p e r f o r m e d o n t h e p e a k d a y o f I g M
p r o d u c t i o n , i s a m o r e s e n s i t i v e a s s a y fo r d e t e c t i n g i m m u n o s u p p r e s s i o n o f t h e SR B C r e s p o n s e
b y T C D D a n d T C D D - l i k e c o n g e n e r s i n t h e B 6 C 3 F 1 m o u s e . F o r f o u r o u t o f fi v e c h e m i c a l s
t e s t e d
,
t h e E D
j q
f o r s u p p r e s s i o n o f t h e im m u n e r e s p o n s e t o SR B C i s a p p r o x i m a t e ly h a l v e d
w h e n u s i n g t h e SR B C s p e c i f i c I g M a s s a y a s c o m p a r e d t o t h e SR B C P F C . L O E L s f o r
im m u n o s u p p r e s s i o n w e r e s i gn i f i c a n t l y d e c r e a s e d w h e n m e a s u r i n g s e r u m SR B C s p e c i f i c I gM
t i t e r s a s c o m p a r e d t o s p l e n i c SR B C s p e c i f i c P F C s (T a b l e 1 0 ) , w i t h t h e e x c e p t i o n o f P C B
12 6 .
T h e d o s i n g r a n g e f o r P CB 12 6 w a s n o t i d e a l f o r t h e s e c o m p a r i s o n s t u d i e s , a s l o w e r d o s e s
s h o u l d h a v e b e e n i n c l u d e d i n t h e P C B 12 6 s t u d i e s .
T im e c o u r s e s t u d i e s b y T e m p l e ( 1 9 9 3 ) a n d d e m o n s t r a t e d h e r e i n r e v e a l e d t h a t I g M
p e a k s i n t h e s e r u m 1 d a y l a t e r t h a n I gM a n t i b o d y - f o r m i n g c e l l s i n t h e s p l e e n i n f e m a l e
B 6 C 3 F 1 m i c e . H o w e v e r
,
T e m p l e ( 19 9 3 , 19 9 5 ) u s e d s e r a c o l l e c t e d o n t h e d a y o f t h e P F C
a s s a y (D a y 4 p o s t - im m u n i z a t i o n ) . W e c o m p a r e d SR B C E L I SA r e s u l t s u s i n g D a y 4 a n d D a y
5 s e r u m .
A s c a n b e s e e n i n T a b l e 1 0 , b o t h S R B C E L I SA a s s a y s w e r e m o r e s e n s i t i v e t o
im m u n o t o x i c i t y t h a n t h e P F C a s s a y , r e g a r d l e s s o f t h e d a y o f s e r u m c o l l e c t i o n , w i t h t h e
e x c e p t i o n o f P C B 12 6 H o w e v e r , L O E L s fo r t h e S RB C E L I SA p e r f o r m e d u s i n g s e r a f r o m
th e p e a k d a y o f S R B C I gM p r o d u c t i o n w e r e l o w e r fo r P C B 1 18 a n d P e C D D t h a n u s i n g d a y 4
s e r u m T h i s e m p h a s i z e s t h e im p o rt a n c e o f t e s t i n g p e a k d a y s e r a u s i n g t h e SR B C m e m b r a n e
E L I SA f o r m a x i m u m s e n s i t i v i t y o f t h e a s s a y .
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Se r u m I g M m a y r e p r e s e n t a m o r e p h y s i o l o g i c a l l y r e l e v a n t p a r a m e t e r f o r
imm u n t o x i c i t y t e s t i n g . T h e I gM m o l e c u l e h a s a h a l f - l i f e o f 5 . 1 d a y s i n t h e b o d y (W a l dm a n e t
a l .
,
1 9 7 0 ) . Se r u m I g M i s a p o o l o f a c c u m u l a t e d I g M p r o d u c e d b y t h e s p l e e n , b o n e m a r r o w
a n d o th e r l y m p h o i d o r g a n s . S R B C - s p e c i f i c I g M l e v e l s i n t h e s e r a r e f l e c t a n a g g r e g a t e
im m u n e r e s p o n s e i n t h e e n t i r e o r g a n i s m , w h i l e t h e P F C a s s a y r e p o r t s t h e n u m b e r o f s p l e n i c
a n t i b o d y - p r o d u c i n g c e l l s a t a s p e c i f i c p o i n t i n t i m e
T h e P F C a s s a y a l s o i n t r o d u c e s m o r e v a r i a b i l i t y , a s c a n b e o b s e r v e d i n t h e
c o m p a r a t i v e l y l a r g e SE M v a l u e s f o r a l l P F C s t u d i e s r e p o r t e d h e r e . T h i s i s p r o b a b l y d u e t o
s e v e r a l f a c t o r s
,
i n c l u d i n g th e n u m b e r o f s t e p s a n d m a n i p u l a t i o n s o f t h e c e l l s e m p l o y e d i n t h e
a s s a y , w h i c h n e c e s s i t a t e a m i n im u m o f t w o t o f o u r t e c h n i c i a n s f o r s u c c e s s f u l a n d t im e l y
c o m p l e t i o n o f t h e a s s a y . B y c o n t r a s t , t h e SR B C E L I S A c a n b e c o m p l e t e d b y o n e t e c h n i c i a n
i n f o u r h o u r s a n d i s a r e l a t i v e l y s im p l e p r o c e d u r e . A n o t h e r d i s t i n c t a dv a n t a g e o f t h e E L I S A i s
t h a t t h e s e r u m I g M c a n b e m e a s u r e d i n s m a l l b l o o d s a m p l e s , a l l o w i n g m u l t i p l e s t u d i e s t o b e
d o n e o n t h e s a m e a n im a l s . Sa m p l e s c a n b e f r o z e n , a n d a n a l y z e d a t a n o t h e r t im e o r b y
a n o t h e r l a b o r a t o r y . A l t e r n a t i v e l y , t h e r e i s t h e p o t e n t i a l f o r u s i n g a u t o m a t e d r o b o t i c E L I S A
s y s t e m s , m a k i n g t h i s a s s a y i d e a l f o r s c r e e n i n g n u m e r o u s c o m p o u n d s .
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T A B L E 1 : P r e l im i H a r y St u d y R e s w l te .
D o s e s w e r e c h o s e n t h a t w e r e p r e d i c t e d t o b e im m u n o s u p p r e s s i v e f o r T C D D a n d T C D D - l i k e
c o n g e n e r s .
C h e m i c a l D O S E M e a n P F C /E 6 C s l k ± S E M M e a n T i t e r to g i v e 0 . 5 O D
± SE M
N o n e
(C o r n O i l )
14 5 6 . 8 3 3 ± 12 8 . 3 9 4 4 7 7 . 1 4 3 ± 3 6 . 6 4 1
T C D D 0 . 5 M g / k g 6 70 . 5 7 1± 12 5 . 8 2 6
* 1 3 5 6 6 7 ± 1 1 . 3 8 2 *
P C B 1 2 6 l OOO / i g /k g 3 1 . 2 8 6± 7 . 0 6 3
* 10 5 . 5 7 1± 10 . 9 8 9 *
P e C D D 2 0 M g /k g 74 5 . 0 0 0 ± 85 . 6 3 1
* 2 2 5 . 14 3± 2 3 . 7 6 0 *
4 P e C D F 10 / i g /k g 89 1 7 14 ± 8 8 . 5 13
* 2 72 . 8 3 3± 4 4 . 6 3 9 *
P C B 1 1 8 6 5 m g /k g 2 10 6 . 2 8 6 ± 16 9 . 1 8 0
" 5 0 0 . 7 1 4 ± 34 . 9 0 2
*
p < 0 . 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t . n = 7
T A B L E 2 : R a t i o o f O r g a n : B o d y W e i g h t f r o m p r e l i m i n a r y s t u d y .
C h e m i c a l D O S E SP : B W ± S E M T H : B W ± SE M L V : B W± SE M
N o n e
(C o r n O i l )
4
. 4 8 6± 0 . 1 16 2 . 3 4 6 ± 0 . 10 9 4 7 . 6 2 0 ± 0 . 5 7 2
T C D D 0 . 5 M g / k g 3 6 52 ± 0 . 1 16
* 1 . 8 5 9 ± 0 . 0 9 1 = 5 5 . 9 8 9 ± 1 . 1 4 7 *
P C B 12 6 10 0 0 M g /k g 2 . 5 9 7 ± 0 . 0 9 5
* 0 . 5 0 5 ± 0 . 0 9 9 =" 7 9 3 3 0 ± 1 . 6 9 3 *
P e C D D 2 0 M g /k g 4 . 4 4 2 ± 0 . 2 64 2 . 1 15± 0 . 0 7 7 5 9 . 6 4 5 ± 0 . 8 6 6
*
4 P e C D F 10 M g /k g 4 . 3 0 1± 0 . 0 6 5 2 . 16 8± 0 . 0 86 5 0 . 7 6 3 ± 0 . 9 8 3
P C B 1 1 8 6 5 m g/ k g 5 . 4 7 2 ± 0 . 1 2 8
* 2 4 7 6± 0 . 0 9 2 5 1 9 3 3 ± 0 . 9 8 3 ^
*
p < 0 . 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t . n = 7
S P = s p l e e n w e i g h t , T H
= t h y m u s w e i g h t , L V
= l i v e r w e i g h t , B W = b o d y w e i g h t
N o c h a n g e i n b o d y w e i gh t w a s d e t e c t e d b e tw e e n c o n t r o l s a n d t r e a t m e n t gr o u p s .
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T A B L E 3 : R a t i o o f O r g a n : B o d y W e i g h t s fo r T C D D - d o s e d m i c e .
D o s e
N o n e
(C o r n o i l )
0 . 1 u g / k g T C D D
0 . 3 u g / k g T C D D
0 . 5 u g/ k g T C D D
1 . 0 E g / k g T C D D
S P : B W
4 4 1 1 ± 0 . 1 9 2
4 4 3 5 ± 0 18 4
4 . 2 7 6 ± 0 . 2 0 2
3 . 9 9 3 ± 0 . 10 0
4 0 2 2 ± 0 16 0
3 . 0 u g / k g T C D D 3 7 4 6 ± 0 13 7
* 1 9 2 8 ± 0 . 1 5 2 * 5 5 . 4 6 3 ± 1 2 0 6 *
T H : B W
2 . 5 18 ± 0 . 0 8 5
2 . 3 9 9 ± 0 . 0 7 8
2 . 4 9 5 ± 0 . 1 0 4
2 . 2 7 5 ± 0 1 10
2 10 7 ± 0 . 0 5 7 = "
L V : B W
4 6 . 3 0 8 ± 0 4 9 0
4 9 . 9 9 3 ± 0 . 8 3 4 *
5 1 . 8 5 3 ± 1
.
2 6 1 *
5 2 4 0 8 ± 1 . 2 5 3 *
5 3 . 0 1 6 ± 0 7 8 0
= '
*
p < 0 . 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t . n = 7
SP = s p l e e n w e i g h t , T H
= t h y m u s w e i g h t , L V = l i v e r w e i g h t , B W = b o dy w e i g h t .
N o c h a n g e i n b o d y w e i gh t w a s d e t e c t e d b e t w e e n c o n t r o l s a n d t r e a tm e n t gr o u p s .
T A B L E 4 : R a t i o o f O r g a n : B o d y W e i g h te f o r P C B 1 2 6 - d o s e d m i c e .
D o s e S P : B W T H : B W L V : B W
N o n e
(C o r n o i l )
4 . 4 7 2 ± 0 . 1 5 5 2 . 6 3 5 ± 0 . 13 8 4 6 . 9 6 9 ± 1 . 3 6 8
10 M g / k g P C B 1 2 6 4 . 8 3 2 ± 0 . 2 6 9 2 . 3 5 6 ± 0 . 1 3 8 4 8 13 5 ± 1 . 3 9 3
5 0 M g / k g P C B 1 2 6 4 4 6 0 ± 0 . 2 0 6 2 . 3 3 0 ± 0 . 1 9 0 5 0 . 4 5 9 ± 1 . 4 0 2
10 0 Ai g / k g P C B 1 2 6 4 . 7 2 6 ± 0 . 2 2 5 2 . 5 3 6 ± 0 . 13 3 54 . 9 6 8 ± 0 . 8 6 0
= '
3 0 0 M g / k g P C B 1 2 6 3 . 9 1 4 ± 0 . 0 7 7 2 . 5 2 9 ± 0 . 14 4 5 2 8 72 ± 1 . 1 5 4
= "
10 0 0 Mg / k g P C B 1 2 6 4 . 2 6 5 ± 0 . 24 1 2 . 4 8 7 ± 0 . 3 32 5 7 . 0 4 9 ± 1 . 6 9 0
*
*
p < 0 . 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t . n = 7
, S P = s p l e e n w e i g h t , T H
= t h y m u s w e i g h t , L V = l i v e r w e i g h t , B W = b o d y w e i g h t .
N o c h a n g e i n b o d y w e i g h t w a s d e t e c t e d b e tw e e n c o n t r o l s a n d t r e a tm e n t gr o u p s .
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G e hr s , B . C ; R i d d l e , M . M . ; W i l l i a m s , W . C ; Sm i a l o w i c z , R . J ( 19 9 7 ) A l t e r a t i o n s i n t h e
d e v e l o p i n g im m u n e s y s t e m o f t h e F 3 4 4 r a t a f t e r e x p o s u r e t o 2 , 3 , 7 , 8 T C D D . I . E f f e c t s o n t h e
fe t u s a n d t h e n e o n a t e T o x i c o l o g y 12 2 : 2 19 - 2 2 8
G e h r s
,
B C . ; R i d d l e , M . M . ; W i l l i a m s , W . C ; Sm i a l o w i c z , R J ( ( 19 9 7 ) A l t e r a t i o n s i n t h e
d e v e l o p i n g im m u n e s y s t e m o f t h e F 3 4 4 r a t a f t e r e x p o s u r e t o 2 , 3 , 7 , 8 T C D D I I E f fe c t s o n t h e
p u p a n d a d u l t . T o x i c o l o g y 12 2 : 2 2 9
- 2 4 0 .
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G e h r s
,
B . C . , a n d Sm i a l o w i c z , R . J . (1 9 9 9 ) P e r s i s t e n t e f f e c t s o f d e l a y e d - t y p e h y p e r s e n s i t i v i t y
i n a d u l t F 34 4 r a t s a ft e r p e r i n a t a l e x p o s u r e t o 2 , 3 , 7 , 8 - T CD D . T o x i c o l o g y 13 4 ( 1 ) : 7 9 - 8 8 .
O i l m a n
,
A . a n d N e w h o o k
,
R . ( 19 9 1 ) A n u p d a t e d a s s e s s m e n t o f t h e e x p o s u r e o f C a n a d i a n s t o
d i o x i n s a n d f u r a n s . C h e m o s p h e r e 2 3 : 1 6 6 1 - 1 6 6 7 .
G r e e n l e e
,
W . F . ; D o l d , K . M . ; I r o n s , R . D . ; O s b o r n e , T . ( 19 7 5 ) E v i d e n c e f o r d i r e c t a c t i o n o f
2 , 3 , 7 , 8 T C D D o n t h y m i c e p i t h e l i u m . T o x i c o l o g y a n d A p p l i e d P h a r m a c o l o g y 7 9 : 1 12 - 1 2 0 .
H a n a h a n
,
D . J
,
a n d E k h o l m
,
J . E . ( 19 74 ) T h e p r e p a r a t i o n o f r e d c e l l gh o s t s (m e mb r a n e s ) V o l .
X X X I in F l e i s c h e r , S . , P a c k e r , L . (E d s . ) :
" M e t h o d s i n E n z y m o l o g y : B i o m em b r a n e s .
"
N e w
Y o r k : A c a d e m i c P r e s s P p . 1 6 8 - 1 7 2 .
H a n b e r g , A . ; H a k a n s s o n , H . ; A h l b o r g , U G . (19 8 9 )
"
E D 5 0
"
v a l u e s fo r T C D D - i n d u c e d
r e d u c t i o n o f b o d y w e i g h t g a i n , l i v e r e n l a r g e m e n t , a n d t h y m i c a t r o p h y i n H a r t l e y g u i n e a p i g s ,
SD r a t s , C 5 7 / b l 6 m i c e a n d g o l d e n Sy r i a n h am s t e r s . C h e m o s p h e r e 1 9 : 8 13 - 8 16 .
H a n s o n
,
C D . ; Sm i a l o w i c z , R . J . ( 1 9 9 4 ) E v a l u a t i o n o f t h e e f f e c t o f l o w - l e v e l 2 , 3 , 7 , 8 -
t e t r a c h l o r o d i b e n z o - p - d i o x i n e x p o s u r e o n c e l l m e d i a t e d im m u n i t y . T o x i c o l o g y 8 8 : 2 13 - 2 2 4 .
H a r p e r , N . ; C o n n e r , K . ; St e i n b e r g , M ; a n d S a f e , S . ( 19 9 4 ) A n e n z y m e - l i n k e d
Im m u n o s o r b e n t a s s a y (E L I SA ) s p e c i f i c f o r a n t i b o d i e s t o T N P - L P S d e t e c t s a l t e r a t i o n s i n
s e r u m im m u n o g l o b u l i n s a n d i s o t y p e s w i t c h i n g i n C 5 7 B L /6 a n d D B A / 2 m i c e e x p o s e d t o
2 , 3 , 7 , 8 - t e t r a c h l o r o d i b e n z o - p - d i o x i n a n d r e l a t e d c o m p o u n d s . T o x i c o l o g y 9 2 : 1 5 5 - 1 6 7 .
H a r p e r , N . ; H o w i e , L ; C o n n o r , K . ; D i c k e r s o n , R . a n d S a f e , S . ( 1 9 9 3 ) I m m u n o s u p p r e s s i v e
e f f e c t s o f h i g h l y c h l o r i n a t e d b i p h e n y l s a n d d i p h e n y l e t h e r s o n T c e l l d e p e n d e n t a n d
i n d e p e n d e n t a n t i g e n s i n m i c e . T o x i c o l o g y 85 : 12 3 - 1 3 5 .
H a r p e r , N . ; St e i n b e r g , M . a n d Sa fe , S ( 19 9 6 ) I m m u n o t o x i c i t y o f a r e c o n s t i t u t e d p o l y n u c l e a r
a r o m a t i c h y dr o c a r b o n m i x t u r e i n B 6 C 3F l m i c e . T o x i c o l o g y 10 9 : 3 1 - 3 8 .
H a r p e r , N . ; C o i m o r , K . ; St e i n b e r g . M . ; a n d S a f e , S . ( 1 9 9 5 ) I m m u n o s u p p r e s s i v e a c t i v i t y o f
p o l y c h l o r i n a t e d b i p h e n y l m i x t u r e s a n d c o n g e n e r s : n o n a d d i t i v e (a n t a g o n i s t i c ) i n t e r a c t i o n s .
F u n d am e n t a l a n d A p p l i e d T o x i c o l o g y 2 7 : 1 3 1 - 1 3 9 .
H e y m a n , B . ; ( 1 9 8 4 ) A n E n z y m e - l i n k e d I m m u n o s o r b e n t a s s a y f o r m e a s u r i n g A n t i - s h e e p
e r y t h r o c y t e A n t i b o d i e s . J o u r n a l o f I m m u n o l o g i c a l M e t h o d s . 6 8 : 1 9 3 - 2 0 4 .
H o Ua d a y , S . D . ; L i n d s t r o m , P . ; B l a y l o c k , B . L . ; C o m m e n t , C . E . ; G e r m o Ie c , D . C . ; H e i n d e l l , J J .
a n d L u s t e r , M . I . ( 19 9 1 ) P e r i n a t a l t h y m o c y t e a n t i g e n e x p r e s s i o n a n d p o s t n a t a l imm u n e
d e v e l o p m e n t a l t e r e d b y g e s t a t i o n a l e x p o s u r e t o T C D D . T e r a t o l o g y 4 4 : 3 8 5
- 3 9 3 .
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H o l s a p p l e , M . P . ; Sn y d e r , N . K . ; W o o d , S . C . ; a n d M o r ri s , D . L . ( 1 9 9 1 ) . A r e v i e w o f 2 , 3 , 7 , 8 -
t e t r a c h l o r o di b e n z o - / 7- d i o x i n i n d u c e d c h a n g e s i n imm u n o c o m p e t e n c e : 1 9 9 1 u p d a t e .
T o x i c o l o g y 6 9 ( 3) : 2 19 - 5 5 .
H o u s e
,
R . V . ; L a u e r , L . D . ; M u r r a y , M . J . ; T h o m a s , P . T . ; E h r l i c h , J P . ; B u r l e s o n , G . R . a n d
D e a n
,
J . H . (1 9 9 0 ) E x a m i n a t i o n o f im m u n e p a r a m e t e r s a n d h o s t - r e s i s t a n c e m e c h a n i s m s i n
B 6 C 3 F 1 m i c e f o l l o w i n g a d u l t e x p o s u r e t o 2 , 3 , 7 , 8 - T C D D . Jo u r n a l o f T o x i c o l o g y a n d
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h 3 1 : 2 0 3 - 2 1 5 .
J em e
,
M . K ; N o r d i n , A . A . ; a n d H e n r y C . (19 6 3 ) T h e a g a r p l a q u e t e c h n i q u e f o r r e c o g n i z i n g
a n t ib o dy - p r o d u c i n g c e l l s . I n : A m o s , B . , K o p r o w s k i , H (E d s . ) C e l l - b o u n d A n t i b o d i e s .
P h i l a d e l p h i a : W i s t a r I n s t i t u t e P r e s s .
K e r k v l i e t , N . I . ; S t e p p a n , L . B . ; Sm i t h , B . B ; Y o u n g b e r g , J . A . ; H e n d e r s o n , M . C . ; B u h l e r , D . R
( 19 9 0 ) R o l e o f t h e A h l o c u s i n s u p p r e s s i o n o f c y t o t o x i c T l y m p h o c y t e a c t i v i t y b y
h a l o g e n a t e d a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s (P C B s a n d T CD D ) : St r u c t u r e a c t i v i t y r e l a t i o n s h i p s a n d
e f f e c t s i n C 5 7 B L / 6 m i c e c o n g e n i c a t t h e A h l o c u s . F u n d a m e n t a l a n d A p p l i e d T o x i c o l o g y
14 (3 ) :5 3 2 - 5 4 1 .
K e r k v l i e t
,
N . I . ( 19 9 5 ) I mm u n o l o gi c a l E f f e c t s o f c h l o ri n a t e d d i b e n z o - / ? - d i o x i n s .
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s . 1 0 3 :4 7 - 5 3
K e r k v l i e t
,
N . I . a n d B r a u n e r
,
J . A . (1 9 9 0 ) F u n c t i o n a l a n a l y s i s o f A P C s f o l l o w i n g a n t i g e n
c h a l l e n g e : i n f l u e n c e o f 2 , 3 , 7 , 8 - T CD D . 2 9
* A n n u a l m e e t i n g o f t h e So c i e t y o f T o x i c o l o g y ,
M i am i B e a c h , F l o ri d a . F e b . 12 - 1 6 , 19 9 0 . T h e T o x i c o l o g i s t 10 :2 8 9 . (A b s . 1 1 5 5 )
L a d i e s
,
G S ; Sm i t h , C ; E l l i o t , G S ; S l o n e , T W ; L o v e l e s s , S . E . ( 1 9 9 8 ) F u r t h e r e v a lu a t i o n
o f t h e i n c o r p o r a t i o n o f a n im m u n o t o x i c o l o g i c a l f u n c t i o n a s s a y f o r a s s e s s i n g h u m o r a l
im m u n i t y f o r h a z a r d i d e n t i fi c a t i o n p u r p o s e s i n r a t s i n a s t a n d a r d t o x i c o l o g y s t u d y .
T o x i c o l o g y 12 6 : 1 3 7 - 1 5 2 .
L a w r e n c e
,
B . P . ; L e i d , M . a n d K e r k v U e t , N . I ( 1 9 9 6 ) D i s t ri b u t i o n a n d B e h a v i o r o f t h e A h
r e c e p t o r i n M u ri n e L y m p h o c y t e s . T o x i c o l o g y a n d A p p l i e d P h a r m a c o l o g y 1 3 8 : 2 7 5 - 2 8 4 .
L i n d s t r o m , P . ; G e r m o l e c , D . ; C o m m e n t , C ; L u s t e r , M . ; M o r ri s s e y , R . ( 19 9 0 ) E f f e c t s o f
g e s t a t i o n a l e x p o s u r e t o 2 , 3 , 7 , 8 - T C D D o n t h ym i c l y m p h o c y t e p o p u l a t i o n s T e r a t o l o g y
4 1 (5 ) : 5 7 5
L u
,
Y . C . ; W u , Y . C . ( 19 8 5 ) C l i n i c a l fi n d i n g s a n d i m m u n o l o g i c a l a b n o r m a l i ti e s i n Y u - Ch e n g
p a t i e n t s . E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s 5 9 : 1 7 - 2 9 .
L u e b k e
,
R . W ; C o p e l a n d , C . B . a n d A n d r e w s . D . L . ( 1 9 9 4 ) A s s e s s m e n t o f h o s t - r e s i s t a n c e t o
T ri c h i n e l l a s p i r a l i s i n m i c e fo l l o w i n g p r e
- i n f e c t i o n e x p o s u r e t o 2 , 3 , 7 , 8- T C D D . T o x i c o l o g y
a n d A p p l i e d P h a r m a c o l o g y 12 5 ( 1 ) :7 - 1 6
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L u s t e r
,
M . I . ( 19 7 9 ) L a b o r a t o r y s t u d i e s o n im m u n e e f f e c t s o f h a l o g e n a t e d c o m p o u n d s A n n a l s
o f t h e N e w Y o r k A c a d e m y o f Sc i e n c e 3 2 0 : 4 7 3 - 4 8 5 .
L u s t e r
,
M . I . ; B o o r m a n , G . A . ; D e a n , J . H . ; H a r r i s , M .W ; L u e b k e , R . W . ; P a d a r a t h s i n g h , M . L . ;
M o o r e
, J . A . ( 1 9 8 0 ) E x a m i n a t i o n o f t h e b o n e m a r r o w , im m u n o l o g i c p a r a m e t e r s , a n d h o s t
s u s c e p t i b i l i t y fo l l o w i n g p r e - a n d p o s t n a t a l e x p o s u r e t o T C D D I n t e r n a t i o n a l Jo u r n a l o f
I m m u n o p h a r m a c o l o g y 2 (4 ) : 3 0 1 - 1 0 .
L u s t e r
,
M . I . ; M u n s o n , A . E . ; T h o m a s , P . T . ; H o l s a p p l e , M . P . ; F a n t e r s , J . D . ; W h i t e , K . L . , J r . ;
L a u e r
,
J . D . ; G e r m o l e c , D R . ; R o s e n t h a l , G J . ; a n d D e a n , J . H . ( 19 8 8 ) . D e v e l o p m e n t o f a
t e s t i n g b a t t e r y t o a s s e s s c h e m i c a l - i n d u c e d im m u n o t o x i c i t y . N a t i o n a l T o x i c o l o g y P r o g r a m
'
s
g u i d e l i n e s f o r i m m u n o t o x i c i t y e v a l u a t i o n i n m i c e F u n d a m e n t a l a n d A p p l i e d T o x i c o l o g y J a n
1 0 ( 1) : 2 - 1 9
L u s t e r
,
M I . ; G e r m o l e c , D . R ; C l a r k , G . ; W e i g l a n d , G . ; R o s e n t h a l , G . J . ( 1 9 8 8 ) S e l e c t i v e
e f f e c t s o f T C D D a n d c o r t i c o s t e r o i d o n i n v i t r o l y m p h o c y t e m a t u r a t i o n . J . o f I mm u n o l .
14 0 : 9 2 8 - 9 3 5 .
L u s t e r
,
M . I . ; P o r t i e r , C ; P a i t , D . G . ; G e r m o l e c , D R . ( 1 9 9 4 ) U s e o f a n i m a l s t u d i e s i n r i s k
a s s e s s m e n t f o r i m m u n o t o x i c o l o g y . T o x i c o l o g y 92 : 2 2 9 - 2 4 3 .
L u s t e r
,
M . I . ; P o r t i e r , C ; P a i t , D . G . ; W h i t e , K . L . ; G e n n i n g s , C ; M u n s o n , A . E . ; R o s e n t h a l ,
G J . ( 1 9 9 2 ) R i s k a s s e s sm e n t i n I m m u n o t o x i c o l o g y . I . Se n s i t i v i t y a n d P r e d i c t a b i l i t y o f
Im m u n e T e s t s . F u n d a m e n t a l a n d A p p l i e d T o x i c o l o g y 18 : 2 0 0 - 2 1 0 .
L u s t e r
,
M . L ; P o rt i e r , C ; P a i t , D . G . ; R o s e n t h a l , G J ; G e r m o l e c , D . R e t a l . ( 1 9 9 3 ) R i s k
a s s e s sm e n t i n Im m u n o t o x i c o l o g y . I I R e l a t i o n s h ip b e t w e e n I m m u n e
a n d H o s t R e s i s t a n c e T e s t s F u n d a m e n t a l a n d A p p l i e d T o x i c o l o g y 2 1 : 7 1 - 8 2 .
M a z o d i e r
,
P . ; M o t t a - L y , I . ; P y , M ; T r u f f a - B a c h i , P . ( 1 9 7 7 ) P u r i f i c a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n
o f a p e r i p h e r a l p r o t e i n f r o m t h e s h e e p e r y t hr o c y t e . J o u r n a l o f I m m u n o l o g i c a l M e t h o d s
14 :4 1 - 5 0 .
M c C o n n e l l
,
E E . ( 1 9 8 5 ) C o m p a r a t i v e t o x i c i t y o f P C B s a n d r e l a t e d c o m p o u n d s i n v a r i o u s
s p e c i e s o f a n im a l s . E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s . 6 0 : 2 9
- 3 3 .
M c G r a t h
,
L . F .
,
C o o p e r K . R . , G e o r g o p o l u l o s , P . , a n d G a l l o , M . A . ( 19 9 5 ) A l t e r n a t i v e m o d e l s
f o r l o w d o s e - r e s p o n s e a n a l y s i s o f b i o c h e m i c a l a n d im m u n o l o g i c a l e n d p o i n t s f o r 2 , 3 , 7 , 8
T CD D . R e g u l a t o r y T o x i c o l o g y a n d P h a r m a c o l o g y . 2 1 :3 82 - 3 9 6 .
O k e y , A B . ; R i d d i c k , D S ; a n d H a r p e r , P . A . ( 1 9 9 4 ) M o l e c u l a r b i o l o g y o f t h e a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n (d i o x i n ) r e c e p t o r . T r e n d s i n P h a rm a c o l o g i c a l S c i e n c e s 1 5 : 2 2 6 - 2 3 2 .
O t t , M G ; Z o b e r , A . ;G e r m a n n , C . L a b o r a t o r y R e s u l t s f o r s e l e c t e d t a r g e t o r g a n s i n 13 8
5 5
i n d i v i d u a l s o c c u p a t i o n a l l y e x p o s e d t o T C D D . Ch e m o s p h e r e 2 9 (9 - 1 1) : 2 4 2 3 - 2 4 3 7 .
P o l a n d
,
A . G l o v e r
,
E .
, K e n d e , A . S . ( 1 9 7 6 ) S t e r e o s p e c i f i c , h i g h a f f i n i t y b i n d i n g o f T C D D b y
h e p a t i c c y t o s o l . E v i d e n c e t h a t t h e b i n d i n g s p e c i e s i s r e c e p t o r f o r i n d u c t i o n o f a r y l
h y d r o c a r b o n h y d r o x y l a s e . J o u r n a l o f B i o l C h e m 2 5 1 ( 16 ) :4 9 3 6 - 4 6 .
P o i g n e r , H . a n d S c h l a t t e r , C . ( 1 9 86 ) P h a r m o k i n e t i c s o f T C D D i n m a n . C h e m o s p h e r e 1 5 (9 -
1 2 ) : 1 4 8 9 - 1 4 9 4 .
R e g g i a n i , G . ( 19 7 8 ) M e d i c a l p r o b l e m s r a i s e d b y th e T C D D c o n t a m i n a t i o n i n Se r v e s o , I t a l y
A r c h i v e s o f T o x i c o l o g y 4 0 : 1 6 1 - 1 6 8 .
R o g a n , W . J . , G l a d , B . C . , H u n g , K L . , e t a l . ( 1 9 8 8 ) C o n g e n i t a l p o i s o n i n g b y p o l y c h l o r i n a t e d
b i p h e n y l s a n d t h e i r c o n t a m i n a n t s i n T a iw a n Sc i e n c e 2 4 1 :3 3 4 - 3 6 .
Sa f e
,
S . ( 1 9 9 0 ) P CB s , P C D D s , P C D F s , a n d r e l a t e d c o m p o u n d s : E n v i r o n m e n t a l a n d
M e c h a n i s t i c C o n s i d e r a t i o n s w h i c h s u p p o r t t h e d e v e l o p m e n t o f T E F s . C r i t i c a l R e v T o x i c o l
2 1 : 5 1 - 8 8 .
S a f e
,
S . ( 1 9 9 2 ) . T o x i c o l o g y , s t r u c t u r e - f u n c t i o n r e l a t i o n s h i p a n d h u m a n a n d e n v i r o n m e n t a l
h e a l t h im p a c t s o f p o l y c h l o r i n a t e d b i p h e n y l s : P r o g r e s s a n d p r o b l e m s . E n v i r o n m e n t a l H e a l t h
P e r s p e c t i v e s 1 0 0 : 2 59 - 2 6 8 .
S a f e , S . ( 19 9 4 ) P C B s : E n v i r o n m e n t a l i m p a c t , b i o c h e m i c a l a n d t o x i c r e s p o n s e s , a n d
im p l i c a t i o n s f o r r i s k a s s e s s m e n t . C r i t i c a l R e v i e w i n T o x i c o l o g y , 2 4 (2 ) : 8 7 - 14 9 .
S c h e t e r , A . ; St a r t i n , J . , W r i gh t , C ; K e l l e y , M . e t a l ( 19 94 ) C o n g e n e r - s p e c i fi c l e v e l s o f
d i o x i n s a n d d i b e n z o f u r a n s i n U . S . f o o d a n d e s t i m a t e d d a i l y d i o x i n t o x i c e q u i v a l e n t i n t a k e .
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s 1 02 : 9 6 2 - 9 7 1 .
S c h e t e r
,
A a n d O l s o n
,
J . R . ( 19 9 7 )C a n c e r r i s k a s s e s sm e n t u s i n g b l o o d d i o x i n l e v e l s a n d d a i l y
d i e t a r y T E Q i n t a k e i n g e n e r a l p o p u l a t i o n s o f i n d u s t r i a l a n d n o n - i n d u s t r i a l c o u n t ri e s
C h e m o s p h e r e 3 4 : 1 5 6 9 - 7 7 .
Sm i a l o w i c z
,
R . J . ; D e V i t o , M . J . ; R i d d l e , M . M . ; W i l l i a m s , W . C ; B im b a u m , L . S . ( 1 9 9 4 )
E f fe c t s o f T C D D o n H u m o r a l I m m u n i t y a n d L y m p h o c y t e Su b p o p u l a t i o n s : D i f f e r e n c e s
b e t w e e n M i c e a n d R a t s . T o x i c o l o g y a n d A p p l i e d P h a r m a c o l o g y 12 4 : 2 4 8 - 2 5 6 .
Sm i a l o w i c z
,
R . J . ; D e V i t o , M . J . ; R i d d l e , M . M . ; W i l l i a m s , W C ; B im b a u m , L . S . (1 9 9 7 )
O p p o s i t e E f f e c t s o f P CB 15 3 an d T C D D o n th e a n t i b o dy r e s p o n s e t o Sh e e p E r y t hr o c y t e s i n
M i c e F u n d a m e n t a l a n d A p p l i e d T o x i c o l o g y 3 7 : 1 4 1 - 1 4 9 .
Sm i a l o w i c z , R . J . , W i lH a m s , W . C , a n d R i d d l e , M M . ( 19 9 6) C o m p a ri s o n o f t h e T - C e l l
I n d e p e n d e n t A n t i b o d y R e s p o n s e o f M i c e a n d R a t s e x p o s e d t o T C D D . F u n d a m e n t a l a n d
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A p p l i e d T o x i c o l o g y 3 2 :2 9 3 - 2 9 7 .
St r a s s e r , A . , So n n e k , U . , a n d N i e d e r m u l l e r , H ( 1 9 9 7 ) A g e - r e l a t e d c h a n g e s i n p l a s m a I g M
l e v e l a ft e r SR B C s t im u l a t i o n i n t h e r a t A r c h i v e s o f G e r o n t o l o g y a n d G e r i a t ri c s 2 5 : 2 7 7 - 2 8 4
T e m p l e , L ; K a w a b a t a , T . T . ; M u n s o n , A . E . ; AV h i t e , K . L . ( 19 9 3 ) C o m p a ri s o n o f E L I S A a n d
P l a q u e F o r m i n g C e l l A s s a y (P F C ) f o r m e a s u ri n g t h e r e s p o n s e t o SR B C i n R a t s a n d M i c e
t r e a t e d w i t h B e n z o (a ) p y r e n e o r C y c l o p h o s p h a m i d e . F u n d a m e n t a l a n d A p p l i e d T o x i c o l o g y
2 1 : 4 12 - 4 1 9 .
T e m p l e , L . ( 1 9 9 5 ) E L I SA t o M e a s u r e SR B C - s p e c i f i c I g M : M e t h o d a n d D a t a E v a l u a t i o n . I n :
B u r l e s o n , G . R . , D e a n , J R . , a n d M u n s o n , A . E . (E d s . ) :
" M e t h o d s i n I m m u n t o x i c o l o g y . V o l .
I .
"
© 19 9 5 . N e w Y o r k : W i l e y - L i s s , I n c .
T h i g p e n , J E . , F a i t h , R E . , M c C o i m e l l , E . E . , M o o r e , J A . I n c r e a s e d s u s c e p t i b i l i t y t o b a c t e ri a l
i n f e c t i o n a s a s e q u e l a o f e x p o s u r e t o T C D D I n f e c t I m m u n . l 2 (6 ) : 13 19 - 1 3 2 4 .
W a l dm a n , T . A . ; St o r o b e r , W . ; B l a e s e , R . M . ( 19 7 9 ) : i n M e ri e r E (e d ) :
"
I m m u n o g l o b u l i n s .
"
W a s h i n g t o n , D C : N a t i o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e , p p 3 3 - 4 8 .
W o o d , S . C ; J e o n g , H . G . ; M o r ri s , D . L . ; H o l s a p p l e , M . P . ( 1 9 9 3 ) D i r e c t e f f e c t s o f T C D D o n
h u m a n t o s i l a r l y m p h o c y t e s . T o x i c o l o g y 8 1 : 1 3 1 - 1 4 3 .
V a n D e n B e r g , M . ; B im b a u m , L . S . ; B o s v e l d , A . T . C . ; B r u n s t r o m , B . ; C o o k , P . e t a l ( 1 9 9 8 )
T o x i c E q u i v a l e n c y F a c t o r s (T E F s ) f o r P CB s , P C D D s , P C D F s f o r H u m a n s a n d Wi l d l i f e
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s . 1 0 6 ( 12 ): 7 7 5 - 7 9 2 .
V a n L o v e r e n , H . ; S t e e r e n b e r g , P . A . ; V o s , J . G . ( 1 9 9 5 ) E a r l y d e t e c t i o n o f im m u n o t o x i c i t y :
fr o m a n im a l s t u d i e s t o h u m a n b i o m o n i t o ri n g T o x i c o l o g y L e t t e r s 7 7 : 7 3 - 8 0 .
V o s
,
J . G . a n d V a n L o v e r e n
,
H . ( 19 9 5 ) M a r k e r s f o r im m u n o t o x i c e f f e c t s in r o d e n t s a n d m a n .
T o x i c o l o g y L e t t e r s 8 2 / 8 3 : 3 8 5 - 3 9 4 .
V o s , J . G . ; M o o r e , J . A . ; Z i n k l , J . G . ( 1 9 7 3 ) E f f e c t o f T C D D o n t h e im m u n e s y s t e m i n
l a b o r a t o r y a n im a l s . E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s 5 : 1 4 9 - 16 2
V o s
,
J . G . M o o r e
,
J . A ( 19 7 4 ) T o x i c i t y o f T C D D i n C 5 7B L / 6 m i c e T o x i c o l o g y A p p l .
P h a r m a c o l . 2 9 : 2 2 9 - 2 4 1
Z o b e r
,
A .
,
O t t
,
M . G .
,
M e s s e r e r
,
P . ( 1 9 94 ) M o r b i d i t y f o l l o w - u p s t u d y o f B A S F e m p l o y e e s
e x p o s e d t o 2 , 3 , 7 , 8
- T C D D a ft e r a 1 9 5 3 c h e m i c a l r e a c t o r i n c i d e n t . O c c u p a t i o n a l a n d
E n v i r o n m e n t a l M e d i c i n e . 5 1 : 4 79 - 4 8 6 .
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A P P E N D I C E S
I . H e m o g l o b i n - f r e e S h e e p R e d B l o o d C e l l (SM B C ) m e m b r a n e p r e p a r a t i o n s .
I I . S R B C - S p e c i f i c I g M E L I S A P r o t o c o l .
I I I S R B C - P F C A SSA Y .
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L H E M O G L O B I N - F R E E S H E E P ME D B L O O D C E L L (SR B C ) M E M B R A N E
P R E P A R A T I O N
1 . S C O P E O F A P P L I C A T I O N
H e m o g l o b i n F r e e SR B C m e mb r a n e s p r o v i d e t h e a n t i g e n o f i n t e r e s t f o r t h e SR B C - s p e c i f i c
E L I SA a n d a r e a p p l i e d t o m i c r o t i t e r p l a t e s (s e e p r o t o c o l O P - N H E E R L -
H / E T D / I T B /R J S / I G M E L I SA / 9 8 - 0 0 2 - 0 0 . ) H e m o g l o b i n m u s t b e r e m o v e d fr o m t h e SR B C
d u e t o i n h e r e n t r e a c t i v i t y o f m o u s e s e r u m w i t h s h e e p h em o g l o b i n . T h e f o l l o w i n g p r o t o c o l
d e s c r i b e s h o w t o p r e p a r e h e m o g l o b i n - fr e e S R B C m e m b r a n e s f o r t h e S R B C - s p e c i fi c E L I SA .
T h i s p r o t o c o l w a s a d a p t e d f r o m SO P # P F C / 0 2 4 , T h e M e d i c a l C o l l e g e o f V i r g i n i a .
T o i s o l a t e t h e SR B C m e m b r a n e s
,
d e f i b r i n a t e d s h e e p b l o o d i s c e n t r i f i i g e d u s i n g a s w i n g i n g
b u c k e t r o t o r a n d w a s h e d w i t h n o r m a l s a l i n e . A f t e r t w o w a s h e s , t h e b u f f y l a y e r (WB C l a y e r )
i s r e m o v e d . T h e c e l l s a r e t h e n a l t e r n a t e l y w a s h e d w i t h T ri s - E D T A (w h i c h l y s e s t h e c e l l s ) a n d
c e n t r i f u g e d u s i n g a fi x e d a n g l e r o t o r u n t i l t h e h e m o g l o b i n i s r e m o v e d a n d t h e s u p e rn a t a n t i s
c l e a r . T h e m e m b r a n e p e l l e t s a r e c o m b i n e d a n d fi l t e r e d t o r e m o v e t h e fi b r o u s p o rt i o n t h a t m a y
r e m a i n . T h e c o m b i n e d m e m b r a n e s a r e t h e n p l a c e d i n d i a l y s i s t u b i n g a n d t h e s u s p e n s i o n i s
d i a l y z e d . F i n a l l y , t h e p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n o f t h e d i a l y z e d m e m b r a n e s o l u t i o n i s m e a s u r e d t o
p r o v i d e a n e s t im a t e o f t h e i s o l a t e d SR B C m e m b r a n e s .
2 . P R E R E QU I SI T E S
2 . 1 1 C h e m i c a l r e a g e n t s :
® 10 m M P h o s p h a t e B u f f e r e d S a l i n e (P B S) , p H 7 . 4 . S i g m a I mm u n o c h e m i c a l s ,
c a t a l o g u e # P 3 8 13 , 2 p a c k e t s .
2 0 0 m l D e fi b r i n a t e d Sh e e p B l o o d (C o l o r a d o S e r u m o r R o c k l a n d )
L a u r y l Su l f a t e (s o d i u m d o d e c y l s u l f a t e ) , Si g m a , c a t a l o g u e # L 4 5 0 9
E t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c a c i d (E D T A ) , Si g m a , c a t a l o g u e # E l 6 4 4
T r i z m a ® h y dr o c h l o r i d e , S i g m a , c a t a l o g u e # T 6 6 6 6
D e i o n i z e d w a t e r (f r o m l a b )
Sp e c t r a / P o r ® M e m b r a n e M WC O : 12 - 1 4 , 0 0 0 C a t a l o g u e # 13 2 6 7 8
B CA P r o t e i n A s s a y R e a g e n t K i t . C a t a l o g u e # 2 3 2 2 5
2 . 1 . 2 E q u i p m e n t a n d s u p p l i e s :
Im m u l o n - 2 E L I SA m i c r o t i t e r p l a t e (fl a t - b o t t o m ), D y n a t e c h L a b s , C h a n t i l l y , V A
C o m i n g 2 0 0 p H m e t e r
l E C P R - 7 0 0 0 c e n t r i f u g e w i t h s w i n g i n g b u c k e t
S o r v a l l U l t r a c e n t r i f Li g e
G l a s s B o t t l e s w i t h s c r e w c a p s : 1 L (3) , 50 0 m l ( 1 )
St i r b a r s
M a gn e t i c s t i r p l a t e
G l a s s b e a k e r s : I L ( 1 ) , 5 0 0 m l ( 1 )
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• 1 L i t e r G r a d u a t e d c y l i n d e r (p l a s t i c o r g l a s s )
• B i o - F r e e z e V i a l s
,
5 m l
,
C o s t a r
,
c a t a l o g u e # 2 0 5 1
• 8 - 1 0
,
4 0 m l r o u n d b o t t o m e d c e n t r i f u g e t u b e s a b l e t o f i t i n b o t h c e n t r i f u g e s
• T im e r s
2 . 2 T r a i n i n g R e q u i r e m e n t s
N e w P e r s o n n e l w i l l r e c e i v e o n t h e j o b t r a i n i n g f r o m l a b p e r s o n n e l f a m i l i a r w i t h t h i s
p r o c e d u r e .
3 . C a u t i o n a r y N o t e s o r S p e c i a l C o n s i d e r a t i o n s
A l t h o u g h s t e r i l i t y o f t h e s o l u t i o n s d e s c r i b e d i n t h i s p r o c e d u r e i s n o t r e q u i r e d , i t i s im p o r t a n t
t o e x a m i n e a l l o f t h e s o l u t i o n s f o r c o n t a m i n a t i o n a n d t o k e e p t r a c k o f t h e d a t e s o f
p r e p a r a t i o n .
T h e E P A L a b o r a t o r y Sa f e t y T r a i n i n g c o u r s e i s r e q u i r e d
A l m o s t a l l o f t h e c h e m i c a l s u s e d i n t h e p r o c e d u r e a r e c l a s s i fi e d a s i r ri t a n t s , a n d t h e r e m a i n d e r
a s h a r m f u l o r t o x i c . T h e r e fo r e
,
i t i s r e q u i r e d t h a t l a b o r a t o r y p e r s o n n e l w e a r t h e a p p r o p r i a t e
p e r s o n a l p r o t e c t i v e e q u i p m e n t (i . e . l a b c o a t , g l o v e s , s a f e t y g l a s s e s ) w h e n p r e p a ri n g s o l u t i o n s .
I n a d d i t i o n , i t i s a d v i s a b l e t o w e a r a p a r t i c l e m a s k w h e n m e a s u ri n g SD S a s t h e d u s t s h o u l d
n o t b e i n h a l e d .
4 . P R O C E D U R E
4 . 1 P r e p a r a t i o n o f S o l u t i o n s
W a r n i n g : P B S a n d T ri s - H C l a r e c l a s s i f i e d a s i r ri t a n t s t o t h e e y e s , r e s p i r a t o r y s y s t em a n d
s k i n . E D T A a n d SD S a r e c l a s s i f i e d a s h a r m f u l b y i n g e s t i o n a n d h a r m f l i l b y i n h a l a t i o n ,
r e s p e c t i v e l y . I n c a s e o f c o n t a c t w i t h e y e s o r s k i n fo r a n y o f t h e s e c h e m i c a l s ri n s e
im m e d i a t e l y w i t h w a t e r a n d s e e k m e d i c a l a dv i c e . I n c a s e o f i n h a l a t i o n e x p o s u r e o f SD S o r
i n g e s t i o n o f E D T A , s e e k m e d i c a l a d v i c e im m e d i a t e l y . C l e a n u p s p i l l s a n d d i s c a r d w a s t e a s
d e s c ri b e d i n t h e E P A / R T P S a f e t y m a n u a l r e g a r d i n g t h e d i s p o s a l o f h a z a r d o u s w a s t e .
4 . 1 . a T h e f o l l o w i n g s o l u t i o n s c a n b e m a d e u p p ri o r t o , o r t h e d a y o f t h e e x p e ri m e n t :
(s t e ri l i t y i s n o t n e c e s s a r y )
4 1 . a . 1 N o r m a l s a l i n e (0 . 8 5 % )
1
. A d d 2 s o d i u m c h l o ri d e t a b l e t s t o 4 0 0 m l d e i o n i z e d w a t e r .
2 M i x a t r o o m t e m p e r a t u r e u n t i l t h e t a b l e t i s d i s s o l v e d . S t o r e a t 2 - 8
° C i n 5 0 0 m l
g l a s s b o t t l e
6 0
4 1 . a 2 5 m M T r i s - H C L w i t h 1 m M E D T A
1 . W e i g h o u t 6 10 m g T ri s - H C l a n d 3 7 0 m g E D T A .
2 . A d d t o 8 0 0 m l d e i o n i z e d w a t e r a n d s t i r u n t i l d i s s o l v e d .
3 . A dj u s t p H t o 7 . 6 , a n d QS t o 1 L w i t h d e i o n i z e d w a t e r . St o r e a t 2 - 8
° C .
4 . 1 . a . 3 0 . 1 % SD S m P B S
1 A d d 1 p a c k e t o f P B S t o I L d e i o n i z e d w a t e r St i r u n t i l t h o r o u g h l y m i x e d .
2 . A d d 1 g r a m o f S D S t o 1 L o f P B S , s t i r u n t i l t h o r o u g h ly m i x e d .
3 . St o r e 0 . 1 % SD S a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r u s e d u r i n g d i a l y s i s D o n o t r e f r i g e r a t e
o r t h e S D S w i l l p r e c i p i t a t e o u t o f s o l u t i o n .
N o t e : a t l e a s t 2 L i s n e e d e d f o r c h a n g i n g th e s o l u t i o n tw i c e o v e r 2 4 h o u r s .
4
.
2 H e m o g l o b i o - F r e e S h e e p R e d B l o o d C e l l (S R B C ) M e m b r a H e P r e p a r s t i o m
1 A p p r o x im a t e l y 2 0 0 m i s o f d e f i b ri n a t e d s h e e p b l o o d c o n t a i n i n g n o A l s e v e r
'
s s h o u l d
b e r em o v e d v i a s t e r i l e t e c h n i q u e f r o m t h e b o t t l e . W e h a v e s u c c e s s f u l l y u s e d s h e e p
b l o o d fr o m R o c k l a n d a n d C o l o r a d o Se r u m i n t h i s t e c h n i q u e .
2 . A l i q u o t a p p r o x im a t e l y 2 5 m i s o f s h e e p b l o o d i n t o e i g h t 4 0 m l , r o u n d b o t t o m e d
c e n t r i f u g e t u b e s . Y o u m a y a d j u s t t h e t o t a l v o l u m e o f s h e e p b l o o d t o t h e n u m b e r o f
c e n t r i f u g e t u b e s a v a i l a b l e T h e s e c e n t r i f u g e t u b e s m u s t b e c o m p a t i b l e f o r l a t e r u s e i n
a h i g h o r u l t r a s p e e d c e n t r i f u g e .
3 . C e n t r i f u g e u s i n g s w i n g i n g b u c k e t r o t o r a t 7 2 5 x g ( 19 0 0 r p m s e t t i n g fo r t h e
c e n t r i f u g e i n r o o m K 2 14 ) f o r 1 5 m i n u t e s a t 4
° C . A s p i r a t e t h e s u p e r n a t a n t c a r e f u l l y
a s t h e p e l l e t i s d i f f i c u l t t o d i s t i n g u i s h fr o m t h e s u p e r n a t a n t .
4
.
F i l l e a c h t u b e w i t h n o r m a l s a l i n e a n d m i x t h o r o u g h l y b y p i p e t t i n g u p a n d d o w n B e
s u r e t o r e s u s p e n d t h e e n t i r e p e l l e t C e n t r i f u g e u n d e r t h e s a m e c o n d i t i o n s a s d e t a i l e d i n
St e p 1 , a n d t h e n a s p i r a t e t h e s u p e r n a t a n t a n d fi l l e a c h t u b e w i t h n o r m a l s a l i n e .
5 . R e s u s p e n d th e p e l l e t a n d c e n t r i f u g e a g a i n . A f t e r t h i s w a s h , l o o k f o r t h e
"
b u f f y
"
l a y e r (t h e l a y e r o f w h i t e c e l l s ) . T h i s l a y e r w i l l b e d i f f i c u l t t o s e e a t f i r s t , b u t c a n b e
v i s u a l i z e d b y l o o k i n g d o w n t h e t u b e fr o m t h e t o p , o r f r o m t h e s i d e . T h e l a y e r a p p e a r s
w r i n k l e d .
6 . R e m o v e t h e b u f f y l a y e r w i t h a p i p e t o r w i t h v a c u u m s u c t i o n D o n
'
t b e s u r p ri s e d t o
l o s e r e d b l o o d c e l l s : i t i s b e t t e r t o r e m o v e m o r e R B C s t h a n t o l e a v e t h e b u f fy l a y e r
i n t a c t .
7 . W a sh t h e c e l l s w i t h n o r m a l s a l i n e a t h i r d t im e , c e n t ri f u g e a n d a s p i r a t e t h e
6 1
s u p e r n a t a n t .
8 . A d d e n o u g h T ri s - E D T A t o t h e p e l l e t i n e a c h t u b e t o f i l l t h e t u b e . T h i s s o l u t i o n
w i l l l y s e t h e c e l l s , f a c i l i t a t i n g r e m o v a l o f h em o g l o b i n a n d c e l l u l a r c o n t e n t s .
9 . U s i n g a fi x e d a n g l e r o t o r , c e n t r i f u g e t h e l y s e d c e l l s a t 2 5 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n u t e s a t
4
° C . (T h e s e t t i n g f o r t h e u l t r a c e n t r i f u g e i n r o o m K - 2 15 i s 1 4 8 0 0 r p m . I f t h e p e l l e t s
s e e m v e r y d i f f u s e , i n c r e a s e t h e s e t t i n g t o 1 5 8 0 0 r p m . ) R e m o v e t h e s u p e r n a t a n t
c a r e f u l l y b e c a u s e t h e p e l l e t s w i l l b e di f fi c u l t t o s e e d u e t o t h e d a r k c o l o r o f t h e
s u p e r n a t a n t .
1 0 . R e p e a t t h e w a s h e s w i t h T r i s - E D T A a s m a n y t im e s a s n e e d e d u n t i l t h e s u p e r n a t a n t
i s c l e a r . A f t e r e a c h w a s h
,
t r y t o r e s u s p e n d t h e e n t i r e p e l l e t i n f r e s h l y a d d e d T r i s -
E D T A . T h e d a r k fi b r i n o u s p o r t i o n m a y b e c o m e s t u c k t o t h e s i d e s ; h o w e v e r t h e w h i t e
p o r t i o n o f t h e p e l l e t c o n t a i n s t h e c e l l m e m b r a n e s .
1 1 . T h e p e l l e t s m a y b e r e f r i g e r a t e d o v e r n i g h t a t 4
° C i f a l l o f t h e w a s h e s c a n n o t b e
c o m p l e t e d i n o n e d a y . I n f a c t , o v e r n i gh t s t o r a g e s e e m s t o in c r e a s e t h e S R B C y i e l d (a s
e s t im a t e d b y p r o t e i n c o n t e n t ) .
1 2 . O n c e m o s t o f t h e h e m o g l o b i n h a s b e e n r e m o v e d , a l l o f t h e p e l l e t s a r e c o m b i n e d .
E a c h p e l l e t i s s o l u b i l i z e d i n a p p r o x im a t e l y t h r e e t i m e s t h e p e l l e t v o l u m e o f 0 . 1%
SD S/ P B S . P o o l t h e s o l u t i o n s a n d fi l t e r t h r o u g h 1 - 2 l a y e r s o f o r d i n a r y g a u z e t o
r e m o v e t h e fi b r i n o u s m a t e r i a l .
1 3 . So a k a s e c t i o n o f Sp e c t r a / P o r 2 d i a l y s i s t u b i n g i n d i s t i l l e d w a t e r f o r a b o u t 10 - 1 5
m i n u t e s . C h e c k t h e t u b i n g f o r t e a r s o r l e a k s b y fi r s t fi l l i n g w i t h d i s t i l l e d w a t e r , a n d b e
s u r e t h a t y o u h a v e e n o u g h t u b i n g f o r d i a l y s i s .
1 4 . P i p e t t h e p o o l e d s o l u t i o n i n t o t h e t u b i n g a f t e r c l a m p i n g o n e e n d w i t h t h e o r a n g e
c l a m p , a n d t h e n c l a m p t h e t o p o f t h e t u b i n g . I t i s b e s t t o d i v i d e t h e t o t a l v o l u m e o f t h e
p o o l e d s o l u t i o n i n h a l f a n d c u t t h e t u b i n g i n t o e q u a l s i z e s T h i s a l l o w s t h e d i a l y s i s
t u b i n g t o fi t i n t o a 1 - L i t e r b e a k e r a n d im m e r s e d i n 0 . 1% SD S / P B S
15 D i a l y z e t h e s u s p e n s i o n f o r @ 2 4 h o u r s a g a i n s t 0 . 1% SD S /P B S a t r o o m
t e m p e r a t u r e w i t h s t i r r i n g Ch a n g e t h e 0 . 1% S D S/P B S tw i c e d u r i n g t h i s t im e p e r i o d
4 . 3 B C A P r o t e i n A s s a y
4
. 3 . a T h e B C A P r o t e i n A s s a y I n s t r u c t i o n M a n u a l i s a t t a c h e d . U s e t h e p r o t o c o l o n p a g e 7 ,
"
M i c r o t i t e r P l a t e P r o t o c o l
"
t o m e a s u r e t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e d i a l y z e d s o l u t i o n a t t h e
c o r r e c t w a v e l e n g th (a t o r n e a r 5 6 2 n m ) . T h e t o t a l v o l u m e i s u s u a l l y a r o u n d 2 0 - 3 0 m i s , w i t h a
p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 7 - 1 . 5 m g /m l . A Uq u o t t h e s o l u t i o n i n t o t h e B i o
- F r e e z e V i a l s
(C o s t a r ) a t a c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 5 - 1 . 0 m g / m l d e p e n d i n g o n u s a g e a n d s t o r e a t - 2 0
°
C . T h e
SR B C m e m b r a n e p r e p i s s t a b l e a t - 2 0
°
C f o r u p t o a y e a r .
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4 . 4 Q u a l i t y C o m t r o l
C l e a n g l a s s w a r e , p ip e t s a n d o t h e r l a b o r a t o r y e q u i p m e n t i s t o b e u s e d f o r a l l s o l u t i o n s .
C h e m i c a l s a r e d a t e d u p o n r e c e i p t a n d s t o r e d a p p r o p ri a t e l y S o l u t i o n s a r e m o n i t o r e d f o r
c o n t a m i n a t i o n a n d a r e d a t e d
S h e e p b l o o d i s u s e d w i t h i n 3 w e e k s o f d e l i v e r y . M a i n t e n a n c e a n d u p k e e p o f c e n t ri f u g e s
o c c u r s i n a t i m e l y m a n n e r t o e n s u r e o p t im a l p e r f o r m a n c e . T h e B C A p r o t e i n a s s a y
i n c o r p o r a t e s n e g a t i v e (P B S ) a n d p o s i t i v e (B o v i n e S e r a A l b u m i n ) c o n t r o l s f o r q u a l i t y c o n t r o l .
4 . 6 E v a l u a t i o n C o n t r o l
C o n s i s t e n t m e m b r a n e p r e p p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n s w i t h i n t h e r a n g e o f 0 . 5 - 1 . 5 m g / m l
d e m o n s t r a t e t h a t SR B C m e m b r a n e s h a v e b e e n i s o l a t e d . F u r t h e r t e s t i n g u s e s t h e SR B C I gM
E L I SA a n d a d e f i n e d i n t e r n a l s t a n d a r d t o d e t e c t s u c c e s s f u l a n t i g e n - a n t i b o dy b i n d i n g .
4 . 7 C o r r e c t i v e A c t i o n
I f t h e p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n d o e s n o t f a l l w i t h i n t h e s p e c i fi e d p a r a m e t e r s , r e p e a t t h e B C A
A s s a y u s i n g f r e s h s u b s t r a t e . I f t h e p r o t e i n y i e l d c o n t i n u e s t o b e l o w e r t h a n e x p e c t e d , a n d/ o r
n o a n t i b o d y b i n d i n g i s d e t e c t e d v i a E L I SA , r e p e a t t h e m em b r a n e p r e p a r a t i o n p r o c e d u r e w i t h
fr e s h S R B C .
4 . 8 R e c o r d k e e p i n g
A l o g i s k e p t f o r t h e d a t e s o f r e c e i p t o f t h e s h e e p b l o o d . P r o t e i n c o n c e n t r a t i o n s a n d d a t e s o f
p r e p a r a t i o n a r e w ri t t e n o n t h e f r e e z e r v i a l s f o r e a c h S R B C m e m b r a n e p r e p . T h i s i n f o r m a t i o n
i s a l s o r e c o r d e d i n a n o t e b o o k .
4 . 9 C a l c u l a t i o n s
N /A
5 R e f e r e n c e s
T e m p l e e t a l . , ( 1 9 9 5 ) : E L I S A t o M e a s u r e S R B C Sp e c ifi c S e r u m I g M : M e t h o d a n d
D a t a E v a l u a t i o n . M e t h o ds i n I m m u n o t o x i c i ty . V o l I . B u r l e s o n , G . , D e a n , J , a n d
M u n s o n
,
A . E .
, (e d s . ) © 19 9 5 W i l e y - L i s s , I n c . N e w Y o r k , N Y p p 13 7 - 1 5 7 .
T e m p l e e t a l . , ( 19 9 3 ) : C o mp a r i s o n o f E L I S A a n d p l a q u e - f o r m i n g c e l l a s s a y s f o r
m e a s u r i n g t h e h u m o r a l i m m u n e r e sp o n s e t o SR B C f o r r a t s a n d m i c e t r e a t e d w i t h
b e n z o (a )p y r e n e o r c y c l o p h o sp h a m i d e . F u n d a m A p p l T o x i c o l 2 1 :4 12
- 4 1 9 .
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I I . SR B C - S P E C I F I C I g M E L I SA P R O T O C O L
1. S C O P E O F A P P L I C A T I O N
T h e Sh e e p R e d B l o o d C e l l (SR B C) - Sp e c i f i c I g M E n z y m e L i n k e d I m m u n o s o r b e n t
A s s a y (E L I SA ) m e a s u r e s t h e l e v e l s o f s e ra m I g M s p e c i f i c t o SR B C s . T h e E L I SA t e c h n i q u e
i n t r o d u c e d b y E n g v a l l a n d P e r lm a n ( 19 7 1 ) i n v o l v e s b i n d i n g o f a n t i g e n t o a s o l i d m a t ri x a n d
s u b s e q u e n t b i n d i n g o f a d e t e c t a b l e m a r k e r . F o r t h e SR B C s p e c i f i c E L I SA , S R B C m e m b r a n e
p r e p a r a t i o n s p r o v i d e t h e a n t i g e n o f i n t e r e s t . (T h e p r o t o c o l t o p r e p a r e t h e m e m b r a n e s o l u t i o n
i s d e s c ri b e d e l s e w h e r e . ) A n im a l s a r e im m u n i z e d w i t h t h e o p t i m a l c o n c e n t r a t i o n o f S R B C s
a n d a t t h e p e a k r e s p o n s e d a y , t h e s e r a a r e c o l l e c t e d . T h e a n t i g e n ( SR B C m e m b r a n e p r e p ) i s
a p p l i e d t o m i c r o t i t e r p l a t e s , a n d t h e b i n d i n g o f s e ra m I g M a n t i S R B C i s m e a s u r e d v i a
d e t e c t i o n w i t h t h e a p p r o p ri a t e s e c o n d a r y a n t i b o d y a n d a d d i t i o n o f s u b s t r a t e r e s u l t i n g i n a
c h a r a c t e ri s t i c c o l o r c h a n g e . M e a s u r em e n t o f t h e a b s o r b a n c e o f t h i s fi n a l s o l u t i o n v i a
s p e c t r o p h o t o m e t e r a t 4 1 0 n m a l l o w s f o r q u a n t i t a t i o n o f s e m m l e v e l s o f SR B C s p e c i f i c I g M
I t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e im m u n i z a t i o n c o n d i t i o n s (i e . , c o n c e n t r a t i o n o f S R B C t o
i n j e c t , k i n e t i c s s t u d y t o d e t e r m i n e o p t i m a l t i t e r , a n d p r o d u c t i o n o f
" i n t e r n a l s t a n d a r d
"
s e r a )
s h o u l d b e o p t im i z e d t o d e t e c t p o s s i b l e s t r a i n d i f f e r e n c e s . T h e p r o t o c o l d e s c ri b e d b e l o w w a s
u t i l i z e d i n t h i s l a b o r a t o r y w i t h m a l e S p r a g u e - D a w l e y r a t s a n d fe m a l e B 6 C 3F 1 m i c e a s t h e
t e s t a n im a l s . T h e s e a n im a l s w e r e i m m u n i z e d a s d e t a i l e d i n E P A p r o t o c o l O P / N H E E R L -
H / E T D /I T B / R J S /P F C SR B C / 9 6 - 0 0 - 9 0 . K i n e t i c s s t u d i e s f o r t h e s e a n im a l s r e v e a l e d o p t i m a l
p r o du c t i o n o f a n t i - S R B C I g M o n D a y 5 o r 6 p o s t - im m u n i z a t i o n i n t h e r a t , a n d o n D a y 5 p o s t -
im m u n i z a t i o n i n t h e m o u s e i n a g r e e m e n t w i t h d a t a p r e s e n t e d b y T e m p l e e t a l ( 19 9 3 ) . T h e
p r o c e d u r e r e p o r t e d b e l o w h a s b e e n m o d i f i e d fr o m t h e D u p o n t - H a s k e l l L a b o r a t o r y p r o t o c o l ,
fr o m SO P # P F C / 0 2 4 , M e d i c a l C o l l e g e o f V i r g i n i a , a n d f r o m T e m p l e e t a l (1 9 9 3 ) .
2 P R E R E QU I SI T E S
2 . L 1 C H E M I C A L R E A G E N T S
• I mm u l o n - 2 E L I S A m i c r o t i t e r p l a t e s , (f la t - b o t t o m ), D y n a t e c h L a b s ,
C h a n t i l l y , V A
• 1 0 m M P h o s p h a t e B u f f e r e d Sa l i n e (PB S) , p H 7 . 4 . S i g m a I m m u n o c h e m i c a l s ,
c a t a l o g u e
# P 3 8 13 1 p a c k e t .
• H e m o g l o b i n - fr e e s h e e p r e d b l o o d c e l l (SR B C) m e m b r a n e s p r e p a r a t i o n a s
d e s c ri b e d i n a t t a c h e d p r o t o c o l ; d i l u t e d t o 1 m g / m l (p r o t e i n ) i n P B S .
• A f f i n i t y P u ri fi e d g o a t a n t i
- r a t I gM - H R P (/u ) (r a t s e c o n d a r y a n t i b o d y ) ,
A c c u r a t e C h e m i c a l a n d Sc i e n t i f i c C o r p , W e s t b u r y , N Y ; o r A f fi n i t y P u ri fi e d
g o a t a n t i - m o u s e I g M - H R P (// ) (m o u s e s e c o n d a r y a n t i b o dy ) , A c c u r a t e
C h e m i c a l a n d S c i e n t i fi c C o r p . , W e s t b u r y , N Y .
• N o n f a t P o w d e r e d M i l k (l o c a l g r o c e r )
e P o l y o x y e t h y l e n e s o r b i t a n M o n o l a u r a t e (T w e e n 2 0 ), Si g m a , c a t a l o g u e # P
- 7 9 4 9
,
L o t # 8 7 H 0 9 9 2
64
D i s t i l l e d w a t e r , G i b c o B R L , c a t a l o g u e # 1 5 2 3 0 - 1 4 7 , L o t # 10 14 9 3 3
2
,
2 ' A z i n o - b i s (3 - E th y l b e n z t h i a z o l i n e - 6 - S u l f o m c A c i d ) D i a m m o n i u m S a l t ,
S i g m a , c a t a l o g u e # A - 9 9 4 , L o t # 7 6H 89 1 1
Ph o s p h a t e - c i t r a t e b u f f e r w i t h U r e a H y d r o g e n P e r o x i d e T a b l e t s , Si gm a ,
c a t a l o g u e # P - 9 3 0 5 , L o t # 2 7 H 89 1 3
I n t e rn a l S t a n d a r d (S e r u m fr o m c o n t r o l m o u s e o r r a t )
'
T e s t S e r u m (m o u s e o r r a t )
'
2 . 1 . 2 E Q U I P M E N T A N D SU P P L I E S
C o s t a r M u l t i c h a n n e l P i p e t t o r , 1 2 t i p
C o s t a r D i s p o s a b l e p i p e t t i p s (2 0 0 u l ) C a t # 4 9 5 3
St i r b a r s
P l a s t i c C o n t a i n e r , 1 0 L (a b l e t o b e a t t a c h e d t o P l a t e w a s h e r )
G l a s s b e a k e r s : 2 0 0 m l (2 ) , l OOOm l ( l ) , 2 5 0 m l ( l )
C o s t a r R e a g e n t R e s e r v o i r , C a t # 4 8 7 0
C o m i n g 5 0 m l C e n t r i f u g e T u b e s , C a t # 2 5 32 5 - 5 0
T e s t t u b e r a c k s
Sa r s t e d t 7 5 X 12 m m t e s t t u b e s
,
C a t # 5 5 . 4 7 6
M a g n e t i c s t i r p l a t e
N u n c - Im m u n o W a s h 12 ( 12 w e l l p l a t e w a s h e r ) o r e q u i v a l e n t a n d p l a s t i c
t u b i n g
Sp e c t r a M a x 2 5 0 p l a t e r e a d e r o r e q u i v a l e n t
So ft m a x s o ft w a r e o r e q u i v a l e n t
T im e r s
2 . 2 T r a i n i n g R e q u i r e m e n t s
N e w p e r s o n n e l w i l l r e c e i v e o n t h e j o b t r a i n i n g fr o m l a b p e r s o n n e l f am i l i a r w i t h t h i s
p r o c e d u r e .
3 C A U T I O N A R Y N O T E S O R S P E C I A L C O N SI D E R A T I O N S
A c c u r a t e p i p e t t i n g s k i l l s a r e e s s e n t i a l t o s u c c e s s f u l a s s a y s .
A l t h o u g h s t e r i h t y o f t h e s o l u t i o n s d e s c r i b e d a b o v e i s n o t r e q u i r e d , i t i s im p o r t a n t t o
e x a m i n e a l l s o l u t i o n s f o r c o n t a m i n a t i o n , a n d t o k e e p t r a c k o f t h e d a t e s o f p r e p a r a t i o n .
T h e E P A L a b o r a t o r y S a f e t y T r a i n i n g c o u r s e i s r e q u i r e d .
N o t e : D o n o t h e a t i n a c t i v a t e t h e s e r a . T h i s h a s b e e n s h o w n t o r e s u l t i n n o n - s p e c i f i c b i n d i n g .
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A n u m b e r o f t h e c h e m i c a l s u s e d i n t h e p r o c e d u r e a r e i r r i t a n t s . T h e r e f o r e , i t i s
r e c o m m e n d e d th a t l a b o r a t o r y p e r s o r m e l w e r e t h e a p p r o p r i a t e p e r s o n a l p r o t e c t i v e e q u i p m e n t
(i . e . , l a b c o a t , g l o v e s , s a f e t y g l a s s e s ) w h e n p r e p a r i n g t h e s o l u t i o n s
4 P R O C E D U R E
4
.
1 P r e p a r a t i o n o f E L I S A S o l u t i o n s
W A R N I N G
P B S
,
P h o s p h a t e
- c i t r a t e b u f f e r w i t h u r e a h y d r o x i d e , a si d P e r o x i d a s e s u b s t r a t e
a r e c l a s s i fi e d a s i r r i t a n t s t o t h e e y e s , r e s p i r a t o r y s y s t e m , a n d s k i n . I n c a s e o f c o n t a c t
w i t h e y e s o r s k i n , r i n s e i m m e d i a t e l y w i t h w a t e r a n d s e e k m e d i c a l a d v i c e . C l e a n u p s p i l l s
a n d d i s c a r d w a s t e a s d e s c r i b e d I n t h e E P A / R T P Sa f e t y m a n u a l r e g a r d i n g t h e d i s p o s a l
o f h a z a r d o u s w a s t e .
4 . 1 . a T h e fo l l o w i n g s o ta t i o n s s h o u l d b e p r e p a r e d p r i o r t o t h e d a y o f t h e a s s a y s
4 . 1 . a . l P h o s p h a t e B u f f e r e d Sa l i n e
[St e r i l i ty i s n o t n e c e s s a r y . ]
1 . P l a c e t h e c o n t e n t s o f 1 P B S p a c k a g e i n t o a g l a s s b e a k e r . A d d 10 0 0 m l o f
d e i o n i z e d w a t e r . G e n t l y m i x t h e s o l u t i o n b y s t i r ri n g u n t i l t h o r o u g h l y d i s s o l v e d .
A dj u s t p H t o 7 . 4 .
2 . St o r e i n t h e r e fr i g e r a t o r (2 - 8 C ) f o r u p t o 3 m o n t h s . C a n b e u s e d a t r o o m
t e m p e r a t u r e o r s t r a i g h t fr o m t h e r e fr i g e r a t o r .
4 . 1 . a . 2 W a s h S o l u t i o n : 0 . 0 5 % T w e e m 2 0 i n D e i o n i z e d W a t e r
[P r o c e d u r e t o p r ep a r e 1 0 l i t e r s ; s t e r i l i ty i s n o t n e c e s s a r y . ]
1 . P l a c e 1 0 l i t e r s o f d e i o n i z e d , g l a s s d i s t i l l e d w a t e r i n p l a s t i c j u g . N o t e : T h i s
d o e s n o t h a v e t o b e t h e G i b c o b r a n d w a t e r a n d c a n b e l a b g r a d e w a t e r
2 . R e m o v e 5 m l o f t h e w a t e r a n d a d d 5 m l o f T w e e n 2 0 .
3 . S t o r e a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r u p t o t w o w e e k s . T h e s o l u t i o n c a n b e u s e d a t
r o o m t e m p e r a t u r e o r s t r a i g h t fr o m t h e r e fr i g e r a t o r .
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4 . L a J D i l u t i o n B u f f e n 0 . 0 5 % T w e e n 2 0 Ie P B S
[P r o c e d u r e t o m a k e 2 0 0 m l ; s t e r i l i ty i s n o t n e c e s s a r y ]
1 . P l a c e 2 0 0 m l o f P B S i n a 2 5 0 m l g l a s s b e a k e r .
2 . R e m o v e 1 0 0 /u l o f t h e P B S a n d a d d 10 0 / / l o f T w e e n 2 0 M i x b y g e n t l y
s h a k i n g
3 . T h e D i l u t i o n B u f f e r c a n b e s t o r e d a n d u s e d a t r o o m t em p e r a t u r e f o r u p t o t w o
w e e k s .
4 . 1 . b P r e p a r e t h e f o l l o w i n g s o l M t l o n t h e d a y b e fo r e t h e a s s a y :
4 . 1 . b . l B l o c k i n g S o l e t i o m ^ 4 . 0 % N o n f a t M i l k
[P r o c e d u r e t o p r ep a r e 1 0 0 m l ; s t e r i l i ty i s n o t n e c e s s a r y . ]
1 . W e i g h o u t 4 . 0 g o f n o n - f a t p o w d e r e d m i l k a n d p l a c e i n a 2 0 0 m l g l a s s b e a k e r .
2 . A d d 10 0 m l o f d i s t i l l e d w a t e r (G i b c o B R L ) . A d d a s t i r b a r a n d g e n t l y m i x
u n t i l t h e p o w d e r e d m i l k d i s s o l v e s
3 . St o r e t h e B l o c k i n g B u f f e r a t 2 - 8 C u n t i l t h e d a y o f t h e a s s a y P r i o r t o
a p p l i c a t i o n , g e n t l y m i x t h e s o l u t i o n a g a i n ; s o l u t i o n c a n b e u s e d a t r o o m t e m p e r a t u r e
o r c o o l e r . D i s p o s e o f r e m a i n i n g s o l u t i o n a ft e r a s s a y .
4 . 1 . c P r e p a r e t h e f o l l o w i n g s o M t i o n t h e d a y o f t h e a s s a y , 1 h o u r p r i o r t o u s e :
4 . L c . l P h o s p h a t e
- C i t r a t e B u f f e r w i t h U r e a H y d r o x i d e P e r o x i d e S o l u t i o n
[ P r o c e d u r e t o p r e p a r e 1 0 0 m l (s t e r i l i t y i s n o t n e c e s s a r y )] :
1 . P l a c e 1 t a b l e t o f p h o s p h a t e - c i t r a t e b u f f e r w i t h u r e a h y d r o g e n p e r o x i d e i n t o a
2 0 0 m l g l a s s b e a k e r .
2 A d d 10 0 m l o f d i s t i l l e d w a t e r (G i b c o B R L ) A d d a s t i r b a r a n d m i x g e n t l y
u n t i l t h e t a b l e t i s d i s s o l v e d
3 . L e t t h e s o l u t i o n s t a n d a t r o o m t e m p e r a t u r e u n t i l u s a g e . A f t e r a s s a y , d i s c a r d t h e
r e m a i n i n g s o l u t i o n .
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4 . L d P r e p a r e t h e f o l l o w i n g s o l u t i o n t h e d a y o f t h e a s s a y , i m m e d i a t e i y p r i o r t o
a p p l i c a t i o n
4 . 1 . d . l P e r o x i d a s e S u b s t r a t e
[ 2 , 2 A z i n o - b i s (3 - E th y l b e n z t h i a z o lm e - 6 - Su l f o n i c A c i d ) D i a m m o n i u m S a l t ; P r o c e d u r e
t o p r e p a r e 5 0 m l (s t e r i l i t y i s n o t n e c e s s a r y )] :
1 . P l a c e 5 0 m l o f P h o s p h a t e C i t r a t e b u f f e r w i t h u r e a h y d r o g e n p e r o x i d e s o l u t i o n
i n t o a 5 0 m l s c r e w - t o p c o n i c a l .
2 . A d d o n e 10 m g t a b l e t o f t h e 2 , 2
'
- A z i n o - b i s (3 - E th y lb e n z t h i a z o l i n e - 6 - Su l f o n i c
A c i d ) D i a m m o n i u m S a l t t o t h e s o l u t i o n . M i x b y i n v e r s i o n a t r o o m t e m p e r a t u r e u n t i l
t h e t a b l e t i s d i s s o l v e d . I t i s r e c o m m e n d e d t o u s e 5 0 m l o f t h i s s o l u t i o n a t a t im e t o
p r e v e n t o v e r d e v e l o p m e n t o f s u b s t r a t e p r i o r t o a p p l i c a t i o n .
O p t i m a l l y , t h i s s o l u t i o n i s u s e d im m e d i a t e l y a ft e r p r e p a r a t i o n ; h o w e v e r i f m o r e t h a n
o n e p l a t e i s b e i n g p r e p a r e d , s u b s t r a t e c a n b e u s e d u p t o 1 5 m i n u t e s a f t e r p r e p a r a t i o n .
E x t r a s o l u t i o n i s t o b e d i s c a r d e d a ft e r u s e .
4 . 2 P e r f o r m i n g t h e O p t i m i z a t i o n S t u d y : M i c r o t i t e r P l a t e C o n d i t i o n s
I t i s r e c o m m e n d e d t h a t p r i o r t o t e s t i n g t h e s e r u m o f i n t e r e s t b y E L I S A a n
o p t i m i z a t i o n s t u d y f o r p l a t e c o n di t i o n s b e c o n d u c t e d . T h e p u r p o s e o f t h i s p r o c e d u r e i s t o
o p t im i z e t h e f o l l o w i n g c o n d i t i o n s f o r t h e SR B C I g M Sp e c i f i c E L I SA : S R B C m e m b r a n e
c o n c e n t r a t i o n f o r c o a t i n g t h e b o t t o m o f t h e p l a t e s , s e c o n d a r y a n t i b o d y c o n c e n t r a t i o n , a n d
s t a r t i n g s e r u m d i l u t i o n f o r t h e t e s t s e r u m . T h u s , t h i s
"
p r e l im i n a r y
"
a s s a y w i l l a c c o u n t f o r t h e
v a r i ab i l i t y w h i c h e x i s t s b e t w e e n d i f f e r e n t b a t c h e s o f t h e a b o v e c o m p o n e n t s a s w e l l a s
im p r o v i n g th e r e l i a b i l i t y o f t h e i n v e s t i g a t o r
'
s t e c h n i q u e .
4
.
2
. a C o a t i n g o f M i c r o t i t e r P l a t e w i t h SR B C M e m b r a n e P r e p a r a t i o n
1. P l a t e s m u s t b e c o a t e d w i t h SR B C m e m b r a n e p r e p a n d r e fi i g e r a t e d fo r a
m i n im u m o f 16 hr s p r i o r t o t h e d a y o f t h e a s s a y a n d m a y b e u s e d f o r u p t o 1 w e e k
a ft e r c o a t i n g / r e fi i g e r a t i n g .
2 . O b t a i n a n a l i q u o t o f t h e SR B C m e m b r a n e p r e p s o l u t i o n f r o m t h e f r e e z e r . (T h e
s t o c k s o l u t i o n o f SR B C m e m b r a n e p r e p s h o u l d h a v e b e e n p r e p a r e d p r e v i o u s l y a s
d e s c r i b e d i n O P - N H E E R L - H /E T D /I T B / R JS/ /_ a n d s t o r e d i n a l i q u o t s o f
1 m g / m l (p r o t e i n ) a t - 2 0
° C .
3 . T h a w t h e SR B C m e m b r a n e p r e p a n d d i l u t e t o t h e fo l l o w i n g c o n c e n t r a t i o n s i n
P B S : 16 . 0 M g /m l , 8 . 0 Mg /m l , 4 . 0 M g/ m l , 2 . 0 Mg /m l a n d 1. 0 Mg /m l . B e s u r e t o m a k e
e n o u g h o f e a c h s o l u t i o n t o a l l o w f o r e x c e s s . T h e s e c o n c e n t r a t i o n s w i l l c o r r e s p o n d t o
2 . 0 M g / w e l l , 1 . 0 M g / w e l l , 0 . 5 0 M g w e l l , 0 2 5M g /w e l l , a n d 0 . 1 2 5 M g /w e l l w h e n 1 2 5 m 1
i s p i p e t t e d p e r w e l l , a s s h o w n i n F i g u r e 1 I t i s r e c o m m e n d e d t h a t d u p l i c a t e s f o r e a c h
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c o n c e n t r a t i o n o f t h e SR B C m e m b r a n e p r e p b e u s e d t o i n s u r e g r e a t e r a c c u r a c y .
4 . V o r t e x t h e s o l u t i o n s p r i o r t o a p p l i c a t i o n t o t h e p l a t e s
5 . U s i n g t h e r e a g e n t r e s e r v o i r s a n d t h e 12 w e l l M u l t i c h a n n e l P i p e t t o r , a d d 12 5 /u \
p e r w e l l o f e a c h d i l u t i o n i n t o t h e d e s i g n a t e d w e l l s .
C A U T I O N
Wh e n p i p e t t i n g a l l s o l u t i o n s , b e s u r e t o c h e c k fo r a i r b u b b l e s i n t h e p i p e t t e t i p s , a m d
c h e c k t o i n s u r e t h a t t h e v o l u m e s a l i q u o t t e d a r e t h e s a m e fo r e a c h w e l L B e c a r e f u l n o t t o
l e a v e a i r b u b b l e s i n t h e w e l l s .
6 . W r a p t h e p l a t e s i n Sa r a n W r a p t o m i n im i z e e v a p o r a t i o n a n d i n c u b a t e i n t h e
r e fr i g e r a t o r o v e r n i g h t .
4 . 2 . b E L I SA fo r D e t e r m i n i n g O p t i m a l C o n d i t i o n s /E n d p o i n t s
4 . 2 . b l W a s h a n d B l o c k S t e p
1 H a n d d e c a n t t h e p l a t e s b y q u i c k l y s n a p p i n g t h e p l a t e o v e r w i t h a fl i c k o f t h e
w r i s t a n d d r y b y g e n t l y b l o t t i n g t h e i n v e r t e d p l a t e o n a p a p e r t o w e l
2 . U s i n g th e p l a t e w a s h e r , w a s h t h e p l a t e 3 t im e s w i t h t h e W a s h So l u t i o n , t h e n
b l o t a g a i n o n a p a p e r t o w e l .
3 . U s i n g t h e m u l t i p i p e t t o r a n d a d i s p o s a b l e p l a s t i c t r o u g h , c o a t t h e b o t t o m o f
e a c h w e l l w i t h 2 0 0 // I o f B l o c k i n g B u f f e r .
4 C o v e r t h e p l a t e a n d i n c u b a t e a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 h o u r .
5 . W h i l e t h e p l a t e s a r e i n c u b a t i n g , t a k e t h e I n t e r n a l St a n d a r d o u t o f t h e fr e e z e r ,
t h a w a n d v o r t e x t h e s a m p l e s . F o r t h e o p t im i z a t i o n s t u d y , i t i s r e c o m m e n d e d t o s t a r t
w i t h a 1 : 8 d i l u t i o n o f t h e I n t e r n a l S t a n d a r d i n D i l u t i o n B u f f e r .
6 . A f t e r t h e i n c u b a t i o n t im e i s c o m p l e t e , d e c a n t t h e B l o c k i n g B u f f e r , a n d w a s h
a s d e s c r i b e d a b o v e .
4 . 2 . b . 2 A d d i t i o n o f C o n t r o l S e r u m
1 . A d d l OO/u l o f P B S t o e a c h w e l l , e x c l u d i n g th o s e w e l l s w h i c h w i l l b e u s e d a s
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t h e f i r s t w e l l s i n C o l u m n 2 T h e s e w e l l s i n C o l u m n 2 w h i c h w i l l b e t h e f i r s t w e l l s o f
t h e s e r i a l d i l u t i o n . C o l u m n 1 w e l l s a r e u s e d a s c o n t r o l s a n d r e c e i v e n o s e r u m , o n l y
P B S.
N o t e : I t i s e a s i e s t t o u s e t h e m u t l i c h a n n e l 12 w e l l p i p e t t o r w i t h 12 t ip s , r e m o v e th e s e c o n d t ip a n d
l o a d w it h 10 0 / i l PB S T h i s w i l l l e a v e C o l i m m 2 e m p t y f o r a d d i t i o n o f t e s t s e r a
2 A d d 2 0 0 fj 1 p e r w e l l o f t h e d i l u t e d s e r u m s a m p l e t o C o l u m n 2 w e l l s , t h e n i n i t i a t e
t h e s e r i a l d i l u t i o n b y t a k i n g 10 0 /u l f r o m C o l u m n 2 w e l l s , a d d i t t o t h e C o l u m n 3
w e l l s , t h e n g e n t l y p i p e t u p a n d d o w n a c o n s t a n t n u m b e r o f t im e s t o m i x w e l l . P r o c e e d
i n t h i s m a n n e r (i . e . t a k e 10 0 / / I fr o m C o l u m n 3 w e l l s a n d a d d t o C o l u m n 4 w e l l s )
u n t i l y o u h a v e r e a c h e d t h e e n d o f t h e r o w . T h e l a s t d i l u t i o n s h o u l d b e 1: 8 19 2 a s
s h o w n i n F i g u r e 1 .
3 . D i s c a r d t h e l i q u i d h e l d i n t h e p i p e t t o r t i p s a t t h e e n d o f t h e s e r i a l d i l u t i o n s . A fi n a l
v o l u m e o f 1 0 0 / / 1 s h o u l d b e c o n t a i n e d i n a l l w e l l s .
4 . I n c u b a t e t h e p l a t e s f o r 1 h o u r a t r o o m t e m p e r a t u r e .
5 . N e a r t h e e n d o f t h e i n c u b a t i o n p e r i o d , t h a w th e s e c o n d a r y a n t i b o d y a n d d i l u t e t o
t h e d e s i r e d c o n c e n t r a t i o n i n B l o c k i n g B u f f e r .
6 . H a n d d e c a n t t h e p l a t e , t h e n w a s h 3 t i m e s w i t h W a s h So l u t i o n
N o t e :
1 S t o r a g e o f th e s e c o n d a r y a n t i b o d y
T h e s e c o n d a r y a n t i b o d y c a n b e r e c o n s t i t u t e d in d i s ti l l e d w a t e r t o t h e s p e c i fi c a t i o n s o f t h e m a n u f a c t u r e r
a n d s t o r e d a t 2 - 8 C f o r u p t o 6 m o n t h s F o r e x t e n d e d u s e ( l o n g e r t h a n 6 m o n th s ) i t i s r e c o m m e n d e d
t h a t t h e r e c o n s t i t u t e d s e c o n d a r y a n t ib o d y b e s t o r e d i n 5 0 % g ly c e r o l i n th e f r e e z e r (i e 1 : 1
a n t ib o dy / 1 0 0 % g ly c e r o l )
2 T i t r a t i o n o f t h e S e c o n d a r y A n t i b o d y
T h e s e c o n d a r y a n t i b o d y w i l l a l s o h a v e t o b e t i t r a t e d a s t h e a c t i v i t y w i l l v a r y f r o m b a t c h t o b a t c h f r o m
th e m a n u f a c t u r e r A n e w p l a t e w i l l b e m a d e , h o l d i n g a l l o t h e r f a c t o r s c o n s t a n t , f o r e a c h c o n c e n t r a t i o n
o f s e c o n d a r y a n t ib o d y t o d e t e r m i n e o p t im a l a n t i b o d y c o n c e n t r a t i o n I t i s r e c o m m e n d e d t o b e g i n b y
te s t i n g t h e f o l l o w in g d i l u t i o n s f o r H R P c o n j u g a t e d g o a t a n t i - m o u s e a n d a n t i - r a t I g M : 1 : 5 0 0 0 , 1 : 3 0 0 0 ,
1 : 2 0 0 0 , 1 : 15 0 0 , 1 : 10 0 0 . S e e F i g u r e 2 f o r a n e x a m p l e o f p l a t e s e t u p
4 . 2 . b . 3 A d d i t i o n o f S e c o n d a r y A n t i b o d y
1 . A d d 10 0 / ^ 1 o f t h e s e c o n d a r y a n t i b o d y s o l u t i o n t o e a c h w e l l o f t h e m i c r o l i t e r
p l a t e .
2 . C o v e r p l a t e a n d i n c u b a t e f o r 1 h o u r a t r o o m t em p e r a t u r e .
3 . H a n d d e c a n t t h e p l a t e a n d w a s h th r e e t im e s w i t h W a s h So l u t i o n .
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4 o 2 = b . 4 A d d i t i o n o f P e r o x i d a s e S u b s t r a t e .
1 . A d d 10 0 /u l o f p e r o x i d a s e s u b s t r a t e t o e a c h w e l l , t h e n c o v e r t h e p l a t e .
2 . I n c u b a t e a t r o o m t em p e r a t u r e f o r 4 5 m i n u t e s .
3 . I n s e r t p l a t e i n t o t h e Sp e c t r a M a x 2 50 p l a t e r e a d e r (o r e q u i v a l e n t ) a n d r e a d a t
4 10 n m w a v e l e n g t h .
4 . 3 D a t a A n a l y s i s o f t h e R e s i al t s f r o m t h e O p t Sm i z a t i o H S t u d y
W e u s e So ft m a x s o ft w a r e t o a n a l y z e t h e r e s u l t s o f t h e a s s a y . A c o p y o f t h e So ft m a x So ft w a r e
m a n u a l i s l o c a t e d i n r o o m K 2 16 . B e s u r e t o r e a d t h e s e c t i o n s o n C o m p u t e r Sy s t e m s
R e q u i r e m e n t s a n d t r a n s f e r r i n g M a c i n t o s h / P C fi l e s .
4 . 3 . a C r e a t i n g a T e m p l a t e
A f t e r r e a d i n g t h e p l a t e a n d s a v i n g t h e d a t a a s a p p r o p r i a t e , a t e m p l a t e p l a t e m u s t b e d e s i g n e d
t o a l l o w th e p r o g r a m t o a c c u r a t e l y a n a l y z e t h e d a t a . C l i c k o n t h e T em p l a t e B u t t o n s h o w n i n
F i g u r e 3 . T h e T e m p l a t e w i n d o w s h o w n i n F i g u r e 4 w i l l o p e n C l i c k o n t h e G r o u p p o p - u p
f r a m e (F i g u r e 5 ) a n d c h o o s e
"
N e w
"
a n d t h e n g o t o C o l u m n F o r m a t a n d c h o o s e
" U n kn o w n s / D i l u t i o n " , St i l l w i t h i n t h i s w i n do w
, g o t o
" N a m e " a n d t y p e i n t h e a p p r o p r i a t e
n am e (i e . g r o u p # 1 = 0 12 5 ^ i g / w e l l SR B C ) T h i s d e s i g n a t e s a g r o u p o f w e l l s t h a t h a v e t h e
s a m e p r o p e r t i e s (i e . S RB C m e m b r a n e c o a t i n g ) b u t d i f f e r i n g d i l u t i o n s o f s e r a . N e x t a s s i g n
t h e b l a n k s b y c l i c k i n g o n t h e w e l l t h a t h a s o n l y P B S, g o t o t h e
"
Sa m p l e
"
p o p
- u p w i n d o w a n d
c h o o s e " B L
"
. T h e p r o gr a m w i l l a u t o m a t i c a l l y s u b t r a c t t h e b l a n k s fr o m t h e t e s t w e l l s . M o v i n g
t o t h e n e x t w e l l , c l i c k o n t h e w e l l a n d t yp e th e d i l u t i o n i n t o t h e
"
D i l u t i o n F a c t o r
"
w i n d o w
(i . e . f o r a 1 : 8 d i l u t i o n , t y p e i n
"
8
"
) . C o n t i n u e i n t h i s m a n n e r u n t i l a l l w e l l s h a v e b e e n
a s s i gn e d t h e gr o u p a n d d i l u t i o n . C l i c k
" O . K " t o a c c e p t t h e fi n a l t e m p l a t e . Se e F i g u r e 6 f o r a n
e x a m p l e o f a T e m p l a t e f o r a n O p t i m i z a t i o n S t u d y .
N o t e : O n c e y o u h a v e s e t u p a t e m p l a t e , y o u c a n c o p y t h e t e m p l a t e f r o m fi l e t o fi l e ,
a v o i d i n g h a v i n g t o s e t u p a n e w t e m p l a t e e a c h t im e .
4 . 3 . b G r a p h i n g
R e t u r n t o t h e o r i g i n a l w i n d o w a n d c l i c k o n E d i t a n d c h o o s e t h e N e w G r a p h o p t i o n . I n
t h e p o p - u p w i n d o w (F i g u r e 7 ) u n d e r
"
P l o t N a m e
"
,
t y p e i n a g r o u p n a m e . I n t h e G r o u p p o p ¬
u p w i n d o w c h o o s e t h e s a m e g r o u p . S e l e c t t h e X a n d Y v a l u e s (X = d i l u t i o n , Y = V a l u e s , o r
M e a n V a l u e s i f y o u h a v e a v e r a g e d d u p l i c a t e s ) . G o t o t h e F i t b u t t o n a n d c h o o s e
"
4 P a r a m e t e r
C u r v e
"
. T h i s s h o u l d g i v e t h e b e s t fi t w h e n y o u i n c l u d e a l l d a t a p o i n t s . T h e s i g m o i d c u r v e
s h o u l d h a v e a p l a t e a u r e g i o n a t t h e l o w e s t (m o s t c o n c e n t r a t e d ) d i l u t i o n s , a n d t h e n h a v e a
s o m e w h a t l i n e a r r e g i o n (s l o p e a r o u n d - 1 . 0 ) b e f o r e t a p e r i n g o f f a t t h e h i g h e s t d i l u t i o n s T o
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c h o o s e t h e o p t im a l c o n d i t i o n s , l o o k f o r t h e SR B C m e m b r a n e c o n c e n t r a t i o n w h i c h g i v e s a
g o o d s i gm o i d c u r v e w i t h l o w b a c k g r o u n d v a l u e s (B l a n k s ) a n d t h e h i g h e s t O D r e a d i n g s fo r
t h e c o n t r o l s e r u m A t t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n o f SR B C y o u m a y fi n d t h a t t h e O D s a r e
l o w e r t h a n t h e o t h e r t e s t c o n c e n t r a t i o n s T h i s r e fl e c t s s a t u r a t i o n o f t h e b i n d i n g c a p a b i l i t i e s o f
t h e a n t i g e n w i t h a n t i b o d y . F o r t h e p l a t e s t h a t y o u h a v e t e s t e d s e c o n d a r y a n t ib o d y
c o n c e n t r a t i o n s
, p l o t t h e r e s u l t s a n d c h o o s e t h e d i lu t i o n w h i c h g i v e s g o o d O D s w i t h l o w
b a c k g r o u n d a c t i v i t y . I f t h e r e i s n o di s c e rn i b l e o r v e r y s l i g h t d i f f e r e n c e s a m o n g t h e t e s t
c o n c e n t r a t i o n s , c h o o s e t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n o f S R B C a n d s e c o n d a r y a n t i b o d y i n o r d e r t o
c o n s e r v e r e a g e n t s . ( S e e F i g u r e 8 a s a n e x a m p l e ) T h e s e r a d i l u t i o n t h a t i s a t t h e e n d o f t h e
p l a t e a u r e g i o n a n d i n t h e b e g i n n i n g o f t h e l i n e a r r e g i o n i s a n a p p r o p r i a t e s t a r t i n g p o i n t f o r t h e
d i l u t i o n o f t h e i n t e r n a l s t a n d a r d f o r t h e E L I SA .
4 . 4 E L I SA fo r E x p e r i m e n t a l (T e s t ) Se r a A n a l y s i s a n d D a t a A n a l y s i s o f t h e R e s u l t s
1 . A f t e r t h e o p t im a l p l a t e c o n d i t i o n s h a v e b e e n d e t e r m i n e d , t h e E L I SA a s s a y
w it h t h e t e s t s e r u m s h o u l d p r o g r e s s t h r o u g h th e s a m e s t e p s a s o u t l i n e d a b o v e i n S e c t i o n s
4
.
2 . 1
.
t hr o u g h S e c t i o n 4 . 2 . 2 . d . , e x c e p t t h a t t h e e n t i r e p l a t e w i l l h a v e b e e n c o a t e d w i t h th e
o p t im a l SR B C m e m b r a n e p r e p c o n c e n t r a t i o n a n d t h e s e c o n d a r y a n t i b o d y w i l l b e u s e d a t t h e
o p t im a l d i l u t i o n .
2 . T h e d a t a a n a l y s i s m e t h o d fo r a n a l y z i n g t h e r e s u l t s o f t h e E L I S A f o r t h e t e s t
s er a i s s l i g h t l y d i f f e r e n t t h a n t h e m e t h o d t h a t i s u s e d t o d e t e r m i n e t h e v a r i o u s o p t im a l
e n dp o i n t s . R e s u l t s a r e r e p o r t e d a s t h e t i t e r o f e a c h t e s t s e r a t o g i v e a n O D o f 0 . 5 . I n o r d e r t o
c a l c u l a t e t h i s t i t e r
,
s e t u p t h e t e m p l a t e a n d i d e n t i fy e a c h
"
g r o u p
"
o f s e r u m s am p l e b y t h e
n u m b e r o f t h e t e s t a n i m a l o r a s t h e i n t e r n a l s t a n d a r d A l l
"
b l a n k s
"
s h o u l d b e i d e n t i fi e d a n d
w i l l a u t o m a t i c a l l y b e s u b t r a c t e d o u t b y t h e s o f t w a r e . P l o t t h e d a t a a s d e s c r i b e d a b o v e , b u t
c h o o s e l o g - l o g u n d e r t h e F i t w i n d o w , a n d i d e n t i f y t h e l i n e a r p o r t i o n o f t h e c u r v e . S e l e c t a t
l e a s t o n e p o i n t a b o v e 0 . 5 O D a n d t w o o r t h r e e v a l u e s b e l o w 0 . 5 O D i n o r d e r t o o b t a i n a s l o p e
a p p r o a c h i n g - 1 . 0 0 0 . (T h e s l o p e s h o u l d He b e t w e e n - 0 . 8 0 0 a n d - 1 . 2 0 0 ) . T o c a l c u l a t e t h e s l o p e
o f t h e b e s t - fi t l i n e
, g o t o t h e p l a t e w i n d o w a n d
" m a s k " t h o s e w e l l s t h a t l i e o n e i t h e r s i d e o f
t h e l i n e a r p o r t i o n . (S e e F i g u r e 9 ) . T h i s w i l l t e l l t h e p r o g r a m t o e l im i n a t e t h o s e v a l u e s fi - o m
t h e c a l c u l a t i o n o f t h e s l o p e . O n c e t h e b e s t - fi t l i n e i s e s t a b l i s h e d , i n t e r p o l a t e a t 0 . 5 O D . T h i s
c a n b e d o n e b y c r e a t i n g a n e w c o l u m n fo r d a t a fo r e a c h t e s t s e r u m , a n d t h e n i n p u t t i n g t h e
f o l l o w i n g e q u a t i o n : i n t e r p x (p l o t # @ g r a p h #_ , 0 . 5 ) . F i l l i n t h e p l o t n u m b e r a n d g r a p h
n u m b e r i n t h i s e q u a t i o n f o r e a c h t e s t s e r u m . T h i s r e p r e s e n t s t h e
"
t i t e r " o f t h e s a m p l e .
4 . 5 Q u a l i t y C o n t r o l
U s e o f t h e i n t e r n a l s t a n d a r d f o r a l l E L I SA s i s r e q u i r e d t o d e t e c t i n t e r p l a t e v a r i a t i o n
a n d i n t e r - e x p e r im e n t r e p r o d u c ib i l i t y P a r t i c u l a r a t t e n t i o n i s p a i d t o t h e
"
B l a n k s
"
(w e l l s t h a t
c o n t a i n P B S o n l y ) t o d e t e c t n o n - s p e c i fi c b i n d i n g B l a n k s s h o u l d r o u t i n e l y r e g i s t e r a n O D o f
0 . 1 5 0 o r l e s s
,
i d e a l l y l e s s t h a n 0 . 1 0 0
O u t - d a t e d r e a g e n t s a r e t o b e d i s p o s e d a p p r o p r i a t e l y a n d i n a t im e l y m a n n e r . E x c e p t
w h e r e n o t e d
,
o n l y c l e a n d i s p o s a b l e s o l u t i o n c o n t a i n e r s , p i p e t s , a n d t i p s a r e t o b e u s e d .
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4 . 6 E v a l u a t i o n C r i t e r i a
C o n s i s t e n t t i t e r s f o r t h e i n t e r n a l s t a n d a r d a c r o s s e x p e r im e n t s s e r v e s a s t h e e v a l u a t i o n
c r i t e r i a f o r t h e s u c c e s s f u l a p p U c a t i o n o f t h e SR B C - S p e c i f i c I g M E L I S A f o r a n a l y s i s o f s e r a
fr o m e x p e r i m e n t s
4 . 7 C o r r e c t i v e A c t i o n
R e p e a t E L I SA o n e x p e r i m e n t a l s e r u m s a m p l e s i f i n t e r n a l s t a n d a r d v a ri e s m o r e t h a n
0 . 5 0 o f t h e L o g 2 v a l u e o f t h e d i l u t i o n t o g i v e 0 . 5 0 O D .
E x a m p l e : T h e I n t e r n a l S t a n d a r d t i t e r t o g i v e 0 5 0 O D i s 2 0 0 ( 1 : 2 00 d i l u t i o n o f p o o l e d s e r u m )
L o g 2 (2 0 0 ) = L o g , 0 ( 2 0 0 ) / 0 3 0 1 = 7 6 4 T h e r e f o r e , v a l u e s o n s u b s e qu e n t p l a t e s f o r t h e I n t e r n a l S t a n d a r d a r e
a c c e p t e d b e t w e e n 7 14 a n d 8 14
R e p e a t E L I SA o n e x p e ri m e n t a l s e r u m s am p l e s i f t h e b l a n k s a r e a b o v e 0 . 1 5 0 . H i g h
b a c k g r o u n d v a l u e s a r e i n d i c a t i v e o f n o n - s p e c i f i c b i n d i n g .
4 . 8 R e c o r d k e e p i n g
S o ft m a x s o f tw a r e fi l e s a r e c r e a t e d w h e n e a c h p l a t e i s r e a d o n t h e p l a t e r e a d e r a n d
a n a l y z e d , a n d s t o r e d o n t h e h a r d dri v e a n d a s a b a c k u p c o p y o n a fl o p p y d i s k . A h a r d c o p y
s h o u l d b e g e n e r a t e d a n d k e p t i n a n o t e b o o k w i t h o t h e r i n f o r m a t i o n . I n f o r m a t i o n r e q u i r e d i n
t h e n o t e b o o k i n c l u d e s t h e d a t e o f t h e a s s a y , o p t i m a l c o n d i t i o n s f o r t h e E L I S A , t h e m e m b r a n e
p r e p a r a t i o n u s e d , a n d t h e s e r a o f i n t e r e s t .
4 . 6 C a l c u l a t i o n s
SE E S e c t i o n s 4 . 4 a n d 4 . 7
5 Q U A L I T Y C O N T R O L R A T I O N A L E
T h i s p r o t o c o l i n c l u d e s s e v e r a l q u a l i t y c o n t r o l s t e p s . A n I n t e rn a l S t a n d a r d (n o r m a l r a t
o r m o u s e s e r a ) i s u s e d fo r e v e r y E L I SA t o d e t e c t i n t e r p l a t e v a ri a t i o n a n d i n t e r e x p e ri m e n t
r e p r o d u c i b i l i t y . I n t e r n a l s t a n d a r d s a r e u s e d a s a r e f e r e n c e p o i n t a l l o w i n g t h e i n v e s t i g a t o r t o
a s s u r e t h a t a l l c o m p o n e n t s o f t h e E L I SA a r e a t o p t i m a l c o n d i t i o n s .
B l a n k w e l l s c o n t a i n i n g o n l y P B S a r e u s e d f o r e v e r y E L I S A e x p e ri m e n t . B l a n k s a r e
i n c l u d e d t o a s s e s s b a c k gr o u n d r e a c t i v i t y t o s e c o n d a r y a n t ib o d y a n d t o d e t e c t p o s s i b l e
c o n t a m i n a t i o n o f s o l u t i o n s
M a i n t e n a n c e o f w o r k i n g s o l u t i o n s a n d r e c o r d - k e e p i n g o f d a t e s i s n e c e s s a r y t o p r e v e n t
c o n t a m i n a t i o n a n d l o s s o f r e a c t i v i t y o f s e c o n d a r y a n t i b o d i e s .
T e m p l e e t a l . E L I S A t o M e a s u r e S R B C Sp e c i f i c Se r u m I g M : M e t h o d a n d D a t a
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E v a l u a t i o n . I n M e t h o d s i n I m m u n o t o x i c i ty . V o l L (G . B u r l e s o n , J . D e a n a n d A . M u n s o n ,
e d s . © 19 9 5 ) V o l I , p p . 1 3 7 - 1 5 7
C r o w th e r , J . R . ( 1 9 9 5 ) E L I S A , T h e o r y a n d P r a c ti v e . H u m a n a P r e s s I n c . T o t o w a , N J ,
p p . 1
- 5 0
,
6 3 - 7 9
E n g v a l l , E . , a n d P e r lm a r m , P . ( 19 7 1 ) E n z y m e - l i n k e d im m u n o s o r b e n t a s s a y (E L I SA )
q u a n t i t a t i v e a s s a y o f I m m u n o g l o b u l i n G . I m m u n o c h e m i s t r y 8 , 8 7 1 - 8 7 4
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F ig u r e 2 . 1 0 : S O F T m a x PR O ( Wi n d o w s V e r s i o n ) D ef a u lt P r o t o c o l U n t i t l e d
Wi n d o w
C o m m u n i c a t e w i t h t h e M A X l i n e I n s t r u m e n t
B e f o r e c o n t i n u i n g , c h e c k t h a t t h e in s t r u m e n t ic o n i n t h e u p p e r l e ft - h a n d c o r n e r
o f t h e w i n d o w a p p e a r s w i t h o u t a n
"
X .
"
I f t h e ic o n h a s a n
"
X
"
t h r o u g h i t , c h e c k
w h e t h e r t h e M A X l i n e i n s t r u m e n t i s t u r n e d o n . I f i t i s , t h e n c h e c k t h e SO F T m a x
P R O P r e f e r e n c e s s e t t i n g s ( s e e Se t t i n g P r e f e r e n c e s b e l o w ) t o e n s u r e t h a t t h e p r o p e r
c o m m u n i c a t i o n s p o n ( m o d e m o r p r i n t e r f o r t h e M a c in t o s h , C O M l o r C O M 2
f o r t h e P C ) i s s e l e c t e d I f t h e p o H s e t t i n g i s c o r r e c t , t h e M A X l i n e i n s t r u m e n t i s
o n . a n d c o m m u n i c a t i o n i s s t i l l n o t f u n c t i o n in g p r o p e r l y , q u i t S O F T m a x P R O ,
t u r n o ff p o w e r t o b o t h t h e c o m p u t e r a n d t h e M A X l i n e i n s t r u m e n t , a n d c h e c k
t h a t t h e c a b le c o n n e c t i o n s b e t w e e n t h e i n s t r u m e n t a n d c o m p u t e r a r c s e c u r e . T u r n
b o t h m a c h i n e s o n a g a i n a n d r e s t a r t S O FT m a x P R O . I f a n
"
X
"
s t i l l a p p e a r s o v e r
t h e i c o n , r e l e t t o C h a p t e r 6 ,
"
E r r o r s a n d T r o u b le s h o o t i n g ,
"
f o r m o r e i n f o r m a t i o n .
S O F Tm a x P R O Us e r
'
s M a n u a l
gi 'v ^ '^ S S O F Tma x P R O B a s t e s
b r a a a : I P * <w n f 1
Gr o u p S e t t i n g s
N a m e : P a t i e n t s
pT] &< m p )« C>« s e r »p t o r
D i k i t i o n Fi c t o r Un i t s 3
C o l u m n F o r n u t
U n k n o w n s I P i l u t i o n )
' ^ 1
[]] I n c l u d e i n R e p o r t
C a n c e l [I O K I]
F ig u r e 3 ' 2 8 : G r o u p Se t t i n g s D i a l o g B o x fa r t h e G r o up N a m e d
"
P a t i e n t # l
'
I f n o g r o u p i s a c t i v e o r s e l e c t e d w h e n t h e | E d i t | b u n o n is c li c k e d , d e fa u l t g r o u p
s e t t i n g s w i l l b e u s e d : t h e g r o u p n a m e w il l b e c r e a t e d a s
" G r o u p # X
"
(w h e r e
"
X
"
is
a s e q u e n t i a l n u m b e r t h a t b e g i n s w i t h
"
1
"
a n d in c r e m e n t s t o t h e n e x t n u m b e r
w i t h e a c h s u b s e q u e n t n e w g r o u p ) u s i n g t h e d e fa u l t g r o u p c o l u m n fo r m a t ,
"
B a s i c .
"
T h e fi g u r e b e l o w s h o w s t h e G r o u p Se t t in g s d i a l o g b o x f o r s u c h d e fa u l t
s e t t i n g s .
Gr o u p S e t t i n g s
N a m e : G n i u p * 1;
-
.
' ^ „ S - 5 i j
] I S a m p l * De s c r i p t o r
C o l u m n F o r m * '
I B a s i c
□ I n c l u d e i n R e p o r t
C a n c e l [I O K I]
F ig u r e 3 - 2 9 : G r o u p S e t t i n g s D ia l o g B o x U s i n g D ef a u l t S e t t i n g s
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w i t h o u t t h e b l a n k . M a s k i n g t h e g r o u p b la n k w e l ls w o u l d s u p p r e s s t h e b l a n k i n g
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A F C o r P F C A s s a y fo r SR B C I m m u n i z e d A n i m a l s
A F C (A n t i b o d y F o r m i n g C e l l )
P F C (P l a q u e F o r m m g C e l l )
1 . S c o p e o f A p p l i c a t i o n
T h e h em o l y t i c p l a q u e f o r m i n g c e l l (P F C ) o r a n t i b o d y fo r m i n g c e l l (A F C ) a s s a y , w h i c h
m e a s u r e s t h e p r im a r y I g M r e s p o n s e t o SR B C , c a n b e p e r f o r m e d u s i n g a n u m b e r o f
t e c hn i q u e s . T h e t w o m o s t fr e q u e n t l y u s e d h e m o l y t i c p l a q u e t e c h n i q u e s e m p l o y e i t h e r a
m i x e d s u s p e n s i o n o f s p l e e n c e l l s , SR B C a n d c o m p l e m e n t a d d e d t o a s p e c i a l ly p r e p a r e d
m i c r o s c o p e s l i d e (C u n n i n g h am , 19 6 5 ; C u n n i n g h a m a n d S z e n b e r g , 1 9 6 8) o r t h e a d d i t i o n o f
t h e m i x e d s u s p e n s i o n o f s p l e e n c e l l s , SR B C a n d c o m p l e m e n t t o m e l t e d a g a r , w h i c h i s t h e n
p o u r e d i n t o a p e t r i p l a t e a n d a l l o w e d t o s o l i d i f y (J e m e a n d N o r d o n , 19 6 3 ) . T h e p r o c e d u r e
g i v e n b e l o w i s a m o d i fi c a t i o n o f t h e J e m e a n d N o r d i n ( 1 9 6 3 ) t e c h n i q u e a s d e s c r i b e d b y
M o l l e r e t a l ( 1 9 7 3 ) .
2 . P r e r e q u i s i t e s
2 . 1 E q u i p m e n t a n d s u p p l i e s
S R B C i n A l s e v e r ' s (M a x im u m 3 w e e k s p a s t d a t e d r a w n ) (C o l o r a d o S e r u m )
G u i n e a p i g c o m p l e m e n t (G i b c o )
P u r i f i e d A g a r (D i f c o )
D E A E - D e x t r a n (P h a r m a c i a Ch e m i c a l )
E a r l ' s B a l a n c e d Sa l t So l u t i o n (E B S S 10 X ) (G ib c o )
R PM I ( G i b c o )
G e n t a m i c i n (G i b c o )
P C S (fe t a l c a l f s e r u m ) (H y c l o n e )
I s o t o n (C o u l t e r t h u r K r a c k e l e r )
Z a p o g l o b i n (C o u l t e r t h u r K r a c k e l e r )
T r y p a n B l u e 0 . 4 % (G i b c o )
12 0 m l F l e a k e r
9 m l t u b e w i t h t o p
H e p e s B u f f e r ( 1 M ) (G i b c o )
s a l i n e
m i c r o s c o p e s l i d e (2 5 x 7 5 m m )
c o v e r g l a s s (4 5 X 5 0 m m )
c o v e r g l a s s (2 2 X 2 2 m m )
10 0 m m p e t r i d i s h (4 / s a m p l e )
7 5 X 12 m m d i l u t i o n t u b e ( 5 m l )
1 0 X 7 5 mm d i s p o s a b l e t u b e (g l a s s )
S u r g i c a l i n s t r u m e n t s
p a s t e u r p i p e t 5 3 / 4
"
p a s t e u r p i p e t 9
"
E p p e n d o r f c o m b i t i p s , s i z e 1 . 2 5 , 5 , 1 2 . 5 , a n d 5 0 m l
7 5
p i p e t t i p s s i z e 1 - 2 0 0 ^ 1
St o m a c h e r 8 0 b a g s 1 / o r g a n
C o u l t e r c o u n t e r
C o u l t e r D i l u t e r I I I
b a l a n c e
c o u n t i n g v i a l s
S t o m a c h e r 8 0
w a t e r b a t h
i n c u b a t o r
m i c r o s c o p e
2 X 2 g a u z e (n o c o t t o n )
r u b b e r b u l b s
a u t o m a t i c p i p e t a i d
i c e
i c e c o n t a i n e r s
r a c k s a n d v i a l h o l d e r s
P l a q u e v i e w e r
c e n t r i f u g e (l E C D P R - 6 0 0 0 )
e l e c t r o n i c d i f f c o u n t
4 C c e l l c o n t r o l (C o u l t e r )
2 . 2 T r a i n i n g R e q u i r e m e n t s
N e w p e r s o n n e l w i l l r e c e i v e o n t h e - j o b t r a i n i n g f r o m l a b p e r s o n n e l f a m i l i a r w i t h t h i s
p r o c e d u r e . 4 C i s p r e p a r e d fr o m h u m a n b l o o d , t h e r e f o r e r e q u i r e d b l o o d b o m e p a t h o g e n
t r a i n i n g i s a p r e r e q u i s i t e f o r h a n d l i n g t h i s m a t e r i a l .
3 . C a u t i o n a r y n o t e s o r S p e c i a l c o n s i d e r a t i o n s
4 C i s p r e p a r e d f r o m h u m a n b l o o d a n d i s u s e d a s a QC s t a n d a r d fo r m o n i t o r i n g t h e
C o u l t e r c o u n t e r . Si n c e 4 C m a y h a r b o r b l o o d b o m e p a t h o g e n s , a p p r o p r i a t e p r o t e c t i o n ( i . e . , l a b
c o a t a n d d i s p o s a b l e g l o v e s ) m u s t b e w o r n b y p e r s o n n e l h a n d l i n g t h i s m a t e r i a l .
4 . P r o c e d u r e
4 . 1 . 1 P r e p a r a t i o n o f s p l e e n c e l l s .
1 . B l e e d i mm u n i z e d a n im a l f o r s e r u m t o b e u s e d f o r H A (i f y o u p l a n t o r u n t h e a s s a y ) .
R a t : K i l l r a t b y C O j a n o x i a f o l l o w e d b y c e r v i c a l d i s l o c a t i o n . R a t s w e r e i m m u n i z e d
i v w i t h 0 . 5 m l o f 2 . 5 % SR B C (w a s h e d 3 t im e s w i t h s a l i n e a n d c e n t r i f u g e d 7 m i n s . a t
2 0 0 0 r pm o r 12 0 0 x g ) 4 d a y s p r i o r t o a s s a y .
D e t e r m i n e a n d r e c o r d SR B C c o n c e n t r a t i o n o f t h e 2 5 % s u sp e n s i o n u s i n g C o u l t e r
C o u n t e r o n d a y o f im m u n i z a t i o n . T h e 2 . 5 % s u s p e n s i o n o f SR B C s h o u l d b e
a p p r o x im a t e l y 5 X 10
* SR B C / m l (i . e , 2 . 5 x l 0 Vr a t ) . R e m o v e t h e s p l e e n , p l a c e i n a 9 m l
t u b e c o n t a i n i n g 5 m l o f R PM I + 5% F C S + g e n t a m i c i n U s e s t o c k g e n t a m i c i n (50
m g /m l ) a n d a d d 0 . 1 m l / 1 00 m l RP M I . P u t i n t o St o m a c h e r 8 0 b a g a n d d i s b u r s e c e l l s
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f r o m t h e s p l e e n u s i n g t h e S t o m a c h e r 8 0 . R e m o v e c e l l s fr o m b a g w i th a 9 m l p a s t e u r
p i p e t , p u t c e l l s b a c k i n t h e s a m e t u b e , t h e n ri n s e b a g w i t h a n o t h e r 3 m l R P M I .
T O T A L 8 m i m t h e t u b e .
M i c e : K i l l t h e m i c e b y C O 2 a n o x i a f o l l o w e d b y c e r v i c a l d i s l o c a t i o n . M i c e w e r e
im m u n i z e d i v w i t h 0 . 2 m l o f 5 . 0 % SR B C (w a s h e d 3 t im e s w i t h s a l i n e a n d c e n t ri f u g e d
7 m i n s a t 2 0 0 0 r p m o r 1 2 00 x g ) 4 d a y s p ri o r t o a s s a y . D e t e r m i n e a n d r e c o r d SR B C
c o n c e n t r a t i o n o f t h e 5 % s u s p e n s i o n u s i n g t h e C o u l t e r C o u n t e r o n t h e d a y o f
i mm u n i z a t i o n . T h e 5 % s u s p e n s i o n o f S R B C s h o u l d b e a p p r o x i m a t e l y 1 x 1 0
^
SR B C / m l (i . e . , 2 x 1 0
* SR B C /m o u s e ) . R e m o v e t h e s p l e e n , p l a c e i n a 9 m l t u b e
c o n t a i n i n g 4 m l o f R P M I + 5 % F C S + g e n t a m i c i n ( s a m e c o n c e n t r a t i o n a s f o r t h e r a t ) .
P u t s p l e e n i n t o St o m a c h e r 8 0 b a g a n d d i s b u r s e c e l l s fr o m t h e s p l e e n u s i n g t h e
S t o m a c h e r 80 . R em o v e c e l l s fr o m t h e b a g w i t h a 9 m l p a s t e u r p i p e t , p u t c e l l s b a c k
i n t o s a m e t u b e , t h e n ri n s e b a g w i t h a n o t h e r 1 m l o f R P M I .
T O T A L 5 m l i n t h e t i s b e =
2 . I n v e r t t h e t u b e o f c e l l s
,
a l l o w t o s e t t l e (t o r e m o v e c l u m p s / t r a s h ) o n i c e f o r 10 m i n u t e s .
T r a n s f e r t o a c l e a n 9 m l t u b e b y p o u ri n g c e l l s t hr o u g h a s e c t i o n o f 2 X 2 g a u z e T h i s
i s t h e " s t o c k " c e l l s u s p e n s i o n .
3 M a k e d i l u t i o n s o f " s t o c k " c e l l s u s p e n s i o n f o r A F C / P F C a s s a y T h i s d i l u t i o n w i l l
d e p e n d o n s t r a i n o f a n im a l o r c o n c e n t r a t i o n o f c e l l s . N o r m a l d i l u t i o n s a r e 1 : 1 0 , 1 : 2 0 ,
1 : 4 0 o r 1 : 6 0 . M a k e 2 d i l u t i o n s f o r e a c h s p l e e n
"
s t o c k " c e l l s u s p e n s i o n f o r e a c h
a n i m a l .
4 . 1 . 2 S p l e e n e e l ! c o e c e i i t r a t i o n .
1 . T u r n C o u l t e r c o u n t e r o n t o w a r m u p 10 - 1 5 m i n u t e s b e f o r e y o u p l a n t o c o u n t s a m p l e s .
R e m o v e t h e 4 C c e l l c o n t r o l fr o m th e r e fr i g e r a t o r a n d w a r m t o r o o m t em p e r a t u r e . B e
s u r e t o c h e c k t h a t 4 C c o n t r o l d a t e h a s n o t e x p i r e d . R o l l t h e v i a l s l o w l y b e t w e e n t h e
p a l m s o f t h e h a n d a n d g e n t l y i n v e r t v i a l s e v e r a l t im e s . F o r y o u r p r o t e c t i o n w e a r
d i s p o s a b l e g l o v e s a t a l l t i m e s , 4 C i s p r e p a r e d f r o m h u m a n b l o o d . G e n t l y r e m o v e
r u b b e r s t o p p e r fr o m v i a l , m a k e a WB C d i l u t i o n o n t h e D i l u t e r I I I . I m m e d i a t e l y
r e p l a c e t o p o n t h e 4 C a n d r e t u r n t o t h e r e f ri g e r a t o r . L y s e R B C b y a d d i n g 4 o r 5 d r o p s
o f Z a p o g l o b i n t o t h e v i a l . I n v e r t G E N T L Y , c o u n t o n t h e C o u l t e r c o u n t e r . 4 C i s
i n t e n d e d fo r m o n i t o ri n g th e p e r f o r m a n c e o f t h e C o u l t e r i n s t r u m e n t . C h e c k t h e T a b l e
o f E x p e c t e d R e s u l t s , t h a t c o m e s w i t h e a c h s h i p m e n t o f 4 C , t o o b t a i n e x p e c t e d v a l u e
Wh e n e x p e c t e d v a l u e i s o b t a i n e d r e c o r d i n n o t e b o o k . D i s p o s e o f v i a l s , g l o v e s , w i p e s
a n d e t c i n B l o h a z a r d C o n t a i n e r . B e s u r e c o u n t e r a r e a i s c l e a n e d ! U s e A m p h y l o r
P D I t o w e l e t t e (b e n z a l k o n i u m c h l o ri d e a n t i s e p t i c ) . I f a s p i l l o c c u r s c l e a n w i t h
I s o l y s e r .
2 . D e t e r m i n e c e l l c o u n t :
R em o v e c e l l s fr o m " s t o c k " t u b e f o r c o u n t i n g b y u s i n g t h e C o u l t e r D i l u t e r I I I (s e t o n
WB C ) o r p i p e t 4 0 n l o f c e l l i n t o c o u l t e r v i a l t h a t c o n t a i n s 1 9 . 9 6 m l o f I s o t o n . L y s e
R B C w i th Z a p o g l o b i n a n d c o u n t o n t h e C o u l t e r c o u n t e r . T h e r e s u l t s a r e g i v e n a s #
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c e l l s X l OVm l o r E Vm l .
3 . D e t e r m i n e p e r c e n t v i a b i l i t y :
P u t 1 0 [i l o f T r y p a n B l u e (0 . 4 % ) o n a m i c r o s c o p e s l i d e a d d 10 |a l o f
"
s t o c k " c e l l s .
C o v e r w i t h 2 2 X 2 2 c o v e r g l a s s a n d c o u n t 1 0 0 c e l l s o n t h e m i c r o s c o p e . R e c o r d c o u n t
o n e l e c t r o n i c d i f f c o u n t . T h i s p e r c e n t a g e w i l l b e u s e d l a t e r t o c a l c u l a t e t o t a l v i a b l e
c e l l s / s p l e e n . T h e s p l e e n c e l l s m a y b e c o u n t e d a f t e r A P C /P F C a s s a y i s s e t u p , p r o v i d e d
c e l l s r e m a i n o n i c e .
4 . 1 . 3 P r e p a r a t i o n o f C o m p l e m e n t : T h i s s h o u l d Ij e d o n e b e f o r e d a y o f a s s a y .
1 . W a s h SR B C 3 t im e s w i t h s a l i n e . R e m o v e s u p e m a t e o f l a s t w a s h , p u t SR B C p e l l et
i n t o c o n t a i n e r o f i c e .
2 . R e c o n s t i t u t e l y o p h i l i z e d g u i n e a p i g c o m p l e m e n t , s t o r e d i n f r e e z e r (G i b c o ) , w i t h
g u i n e a p i g c o m p l e m e n t r e s t o r i n g s o l u t i o n , s t o r e d i n r e fr i g e r a t o r (G i b c o ) . K e e p o n i c e
u n t i l a l l l y o p h i l i z e d c o m p l e m e n t i s i n s u s p e n s i o n . A b s o r b b y a d d i n g 1 d r o p o f SR B C
p e l l e t t o c o m p l e m e n t s o l u t i o n T h e 1 d r o p o f SR B C i s a d d e d t o e l i m i n a t e a n y n o n ¬
s p e c i fi c l y s i s o f SR B C b y th e c o m p l em e n t . K e e p o n i c e f o r 3 0 m i n u t e s . G e n t l y s w i r l ,
p u t s o l u t i o n i n a 5 0 m l c e n t r i ft i g e t u b e . C e n t r i f u g e 2 0 m i n u t e s a t 2 0 0 0 r p m , 1 2 0 0 x g t o
r e m o v e S R B C i n t h e l E C
,
D P R 6 0 0 0 . T h e s u p em a t e i s
"
s t o c k " c o m p l e m e n t . P u t 1 . 5
m l o f a b s o r b e d c o m p l e m e n t i n 5 m l t u b e s w i t h t o p s . W r a p t o p w i t h p a r a f i lm a n d s t o r e
i n fr e e z e r .
3 . O n d a y o f a s s a y r e m o v e a t u b e o f
"
s t o c k " c o m p l e m e n t , d i l u t e 1 :3 w i t h R PM L K e e p
o n i c e . T h i s s h o u l d b e e n o u g h c o m p l e m e n t f o r a n a s s a y o f 3 0 a n im a l s .
4 . 1 . 4 . P r e p a r a t i o n o f SR B C :
1 . W a s h SR B C 3 t i m e s w i t h s a l i n e . C e n t r i f u g e e a c h w a s h i n t h e l E C , D P R 6 0 0 0 , f o r 7
m i n u t e s a t 2 0 0 0 r p m , 1 2 0 0 x g . R e s u s p e n d t o 4 0 - 5 0 % w i t h R P M I m e d i a K e e p o n i c e .
4 . 1 . 5 P r e p a r a t i o n o f A g a r : T h i s i s d o n e F i r s t t h i n g o n d a y o f a s s a y .
1 . Se t w a t e r b a t h t e m p e r a t u r e t o 4 7
' 'C .
2 . P u t w a r m w a t e r i n t o a c o n t a i n e r t o b o i l . U s e g a s b u r n e r t o h e a t w a t e r .
3 P u t 50 0 m g P u r i fi e d A g a r (D i f c o ) i n t o a fl e a k e r . A d d 9 0 m l o f d i s t i l l e d w a t e r , 1 0 m l
o f B B S S (s t o c k i s 10 X = 1 : 1 0 d i l u ti o n ) a n d a d d 5 m l o f 1 M H e p e s b u f f e r .
C o v e r t h e fl e a k e r w i t h a l u m i n u m f o i l
4 . M e l t a g a r b y p l a c i n g fl e a k e r i n b o i l i n g w a t e r f o r 10 m i n u t e s . A d d 1 . 6 m l o f D E A E
d e x t r a n . M i x w e l l . T h e a g a r w i l l b e c o m e c l o u d y . P l a c e i n 4 7
°
C w a t e r b a t h .
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D E A E d e x t r a n : 3 0 m g /m l i n 0 . 9 % N a C l a d j u s t t o p H 6 . 9 w i t h 1 M H e p e s b u f f e r a n d
f i l t e r . S t o r e i n r e fr i g e r a t o r T h i s i s s t a b l e a b o u t 6 m o n t h s .
4 . 1 . 6 . A F C VP F C A s s a y
1 P u t 1 0 X 7 5 g l a s s t u b e s in t o a 4 7
°
C w a t e r b a t h . A l l o w t o w a r m a t l e a s t 1 5 m i n u t e s
t h e n a d d 3 5 0 p 1 a g a r t o e a c h t u b e . 4 t u b e s / a n i m a l a r e n e e d e d .
2 A d d 2 5 n l o f 4 0 - 5 0 % SR B C s u s p e n s i o n t o 8 - 10 t u b e s
3 A d d 10 0 10 1 o f e a c h c e l l d i l u t i o n t o e a c h o f 2 t u b e s . St a r t w i t h l o w e s t c e l l d i l u t i o n .
4 . A d d 2 5 fx l o f c o m p l e m e n t .
5 . A f t e r t h e a d d i t i o n o f c o m p l e m e n t , v o r t e x s am p l e (t r y t o a v o i d b u b b l e s ) .
6 . P o u r i n t o t h e c e n t e r o f a 10 0 m m p e t r i d i s h , q u i c k l y c o v e r w i t h a 4 5 X 5 0 c o v e r g l a s s .
D o n o t m o v e p l a t e f o r 1 0 - 1 5 m i n u t e s (t h i s i s t o a l l o w t h e a g a r t o g e l ) C o m b i n e t o p / b o t t o m
o f p e t r i d i s h , m a y b e s t a c k e d a n d p l a c e d i n 3 7
°
C i n c u b a t o r f o r 3 h o u r s .
7 . C o u n t a l l p l a q u e s o n t h e P l a q u e v i e w e r u s i n g a n e l e c t r o n i c d i f f c o u n t .
4 . 2 Q u a l i t y C o n t r o l
P e t r i d i s h e s a r e t o b e l a b e l e d w i th s a mp l e # a n d d i l u t i o n # . T h e r e w i l l b e 2
d i s h e s / d i l u t i o n a n d a t o t a l o f 4 d i s h e s / s p l e e n . C o u n t a l l s a m p l e s .
D i s h e s t o b e u s e d a r e C o m i n g # 2 5 0 2 0 , B O T T O M O N L Y
T h e s e h a v e b e e n t e s t e d a n d p r o v e n t o p r o d u c e r e p r o d u c i b l e p l a t e s
4 C i s u s e d f o r m o n i t o r i n g t h e C o u l t e r c o u n t e r . C o n t r o l a n im a l s a r e u s e d i n e a c h
e x p e r im e n t . SR B C s h o u l d n o t b e o v e r 3 w e e k s o l d .
4 . 3 E v a l u a t i o n C r i t e r i a
T h e e n u m e r a t i o n o f p l a q u e fo r m i n g c e l l s p r e s e n t i n a l a w n o f S R B C , c o m p l e m e n t a n d
a g a r A q u a n t i t a t i v e a n d s u bj e c t i v e c o u n t s h o u l d b e d o n e o n a l l 4 p l a t e s . T h e p l a q u e f o r m i n g
c e l l s m a y a p p e a r i n v a r i o u s s i z e s , c o n s i s t e n t c o u n t i n g p r o c e d u r e i s c r i t i c a l . U s e a p l a q u e
v i e w e r f o r e v a l u a t i o n .
4 . 4 C o r r e c t i v e A c t i o n
N / A
4 . 5 R e c o r d k e e p i n g
A l l d a t a a n d i n fo r m a t i o n a r e r e c o r d e d o n P F C d a t a s h e e t . D a t a n e c e s s a r y fo r
c a l c u l a t i o n s a r e s p l e e n c e l l c o u n t , v i a b i l i t y c o u n t a n d 4 P F C c o u n t s (2 c o u n t s f o r e a c h s p l e e n
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c e l l d i l u t i o n ) . I n f o r m a t i o n r e q u i r e d o n t h e d a t a s h e e t i n c l u d e s t h e n a m e o f t h e e x p e r i m e n t ,
t h e d a t e o f a s s a y a n d t h e i n i t i a l s o f p e r s o n o r p e r s o n s r e c o r d i n g d a t a . C o m p u t e r - g e n e r a t e d
c a l c u l a t i o n s
,
b o t h h a r d c o p y a n d d a t a fi l e s , a r e m a i n t a i n e d a s p a r t o f t h e p e r m a n e n t r e c o r d o f
e a c h e x p e r i m e n t . D a t a fi l e s a r e s t o r e d o n a b a c k u p fl o p p y d i s k a n d h a r d c o p y p r i n t o u t s o f
d a t a a r e p l a c e i n a 3 r i n g b i n d e r . D a t a fi l e s a n d t h e h a r d c o p y o f d a t a a r e i d e n t i fi e d b y a n
i d e n t i c a l 8 c h a r a c t e r c o d e .
4 . 6 C a k M i a t l o o s
D a t a (i . e . , c e l l c o u n t , v i a b i l i t y a n d P F C c o u n t s ) a r e e n t e r e d i n t o a L o t u s f i l e (T u c k e r )
w h i c h g e n e r a t e s P F C / 10
''
a n d P F C / s p l e e n f o r e a c h a n im a l T h e s e d a t a a r e a n a l y z e d b y o n e ¬
w a y a n a l y s i s o f v a r i a n c e , w i t h p o s t h o c a n a l y s i s u s i n g D u n n e t t
'
s m u l t i p l e c o m p a r i s o n t - t e s t o r
t h e St u d e n t - N ew m a n - K e u l s m u l t ip l e r a n g e t e s t u s i n g
R S- 1 . A v a l u e o f p < 0 . 0 5 i s c o n s i d e r e d s i g n i fi c a n t .
5 . 0 Q u a l i t y C o n t r o l R a t i o n a l e
4 C i s u s e d t o i n s u r e t h a t t h e C o u l t e r c o u n t e r i s w o r k i n g p r o p e r l y . D u p l i c a t e p l a t e s f o r
e a c h d i l u t i o n a r e u s e d t o a s s e s s r e p r o d u c i b i l i t y w i t h i n e a c h d i l u t i o n fo r t h e c o u n t e d p l a q u e s .
I n c u b a t o r t e m p e r a t u r e a n d C O 2 a r e m o n i t o r e d . T e m p e r a t u r e i s m o n i t o r e d f o r t h e w a t e r b a t h
T h e p H o f P B S i s c h e c k e d u s i n g t h e p H m e t e r . T h e p H m e t e r , c e n t r i f u g e a n d b a l a n c e a r e
c h e c k e d e v e r y 6 m o n t h s b y a c o n t r a c t a u d i t o r .
6 . 0 R e f e r e n c e s
C u n n i n g h am , A . J . ( 19 6 5 ) . A m e t h o d o f i n c r e a s e d s e n s i t i v it y f o r d e t e c t i n g s i n g l e
a n t ib o d y - f o r m i n g c e l l s . N a t u r e 2 0 : 1 10 6 - 1 10 7 .
C u n n i n gh am , A . J . , a n d A Sz e n b e r g ( 1 96 8) . F u r t h e r im p r o v em e n t s i n t h e p l a q u e
t e c hn i q u e f o r d e t e c t i n g s i n g l e a n t i b o dy - f o r m i n g c e l l s . I m m u n o l o g y 14 :5 9 9 - 6 0 2 .
J e m e
,
N . K .
,
a n d A . A N o r d o n ( 19 6 3 ) P l a q u e f o r m a t i o n i n a g a r b y s i n g l e a n t i b o d y
p r o d u c i n g c e l l s . S c i e n c e 1 4 6 : 4 0 5 .
M o U e r , E . , W . W . B u l l o c k , a n d O . M a k e l a ( 19 7 3 ) A f fi n i t y o f T a n d B l y m p h o c y t e
r e c e p t o r s f o r h a p t e n d e t e r m i n a n t s E u r . J I m m u n o l . 3 : 1 7 2 - 1 7 9
